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Resumen 
El gen Cyld fue identificado como un gen supresor tumoral mutado en la 
cilindromatosis familiar, enfermedad autosómica dominante que origina el desarrollo 
de tumores derivados de anejos de la piel (cilindromas). La proteína CYLD es una 
enzima que tiene en su extremo C-terminal un dominio catalítico con función 
desubiquitinasa que elimina las cadenas de poliubiquitina en residuos de lisina-63 (la 
ubiquitinación en este residuo está asociada a diversos procesos biológicos). Es en el 
dominio C-terminal de CYLD donde se han encontrado en pacientes de 
cilindromatosis familiar la mayoría de las mutaciones, que dan lugar a una proteína 
catalíticamente inactiva. CYLD regula negativamente la activación de diferentes vías, 
entre ellas la de los factores de transcripción NF-κB, JNK y p38MAPK. 
CYLD se expresa de forma ubicua prácticamente en todos los tipos celulares. Sin 
embargo, su inactivación en pacientes solo origina el desarrollo de tumores de los 
anejos de la piel, lo que sugiere que su función principal es mantener la homeostasis 
cutánea. Hasta ahora no se han realizado estudios encaminados a conocer cuál es el 
papel de CYLD en la piel y éste es uno de nuestros objetivos principales en este 
trabajo. Además, queremos analizar si CYLD puede actuar también como supresor 
tumoral de los carcinomas escamosos cutáneos (cSCC), que son el tipo de cáncer de 
piel no melanoma (CPNM) más agresivo, encontrándose entre un 5 y un 15% de 
cSCC que metastatizan. Para estos cSCC metastásicos no se ha encontrado un 
tratamiento eficaz, y la supervivencia es muy baja, por lo que debido a la incidencia 
tan elevada del CPNM (es el cáncer humano más común), la mortalidad concomitante 
a los cSCC alcanza cifras muy elevadas. Para conseguir terapias efectivas en el 
tratamiento de los cSCC más agresivos es necesario encontrar biomarcadores de 
malignidad y nuevas dianas terapéuticas, por lo que resulta imprescindible caracterizar 
los mecanismos moleculares encargados de mantener la homeostasis de la piel y de 
originar el desarrollo y progresión de los cSCC.  
La función principal de la piel es la de actuar como barrera contra diferentes tipos 
de agresiones externas. Está formada por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis; 
contiene además estructuras especializadas como son los folículos pilosos y las 
glándulas sebáceas y sudoríparas. La epidermis es la capa más externa y es un 
epitelio escamoso, estratificado y queratinizado, cuyo componente celular principal son 
los queratinocitos. Para ser funcional, la epidermis debe conservar un equilibrio entre 
la proliferación y la diferenciación celular, así como mantener su polaridad. Las 
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alteraciones en la homeostasis celular y en la respuesta a agresiones conducen a 
patologías inflamatorias y tumorales, todas ellas de gran importancia clínica.   
El objetivo principal de esta tesis es definir el papel que ejerce CYLD en la 
fisiología de la piel y en el desarrollo y metástasis de los cSCC.  
Para la realización de este trabajo se ha generado una construcción que contiene 
un cDNA de CYLD que porta la mutación puntual C/S en el aminoácido 601 del 
dominio desubiquitinasa (que asemeja a las que presentan los pacientes de 
cilindromatosis hereditaria), lo que da lugar a la expresión de una proteína 
catalíticamente inactiva, CYLDC/S, que actúa como dominante negativo inhibiendo la 
actividad catalítica de CYLD endógeno. Se ha utilizado además otra construcción que 
porta un cDNA de CYLD silvestre (CYLDwt). Como modelo de estudio se han 
empleado queratinocitos tumorales y no tumorales y equivalentes de piel 
(transfectados con las construcciones CYLDC/S y CYLDwt). También se han generado 
ratones transgénicos que expresan la forma mutada CYLDC/S bajo los elementos 
reguladores del gen de la queratina K5 (ratones K5-CYLDC/S). Estos animales 
expresan el transgén en diversos tipos celulares (en células de la piel, timo pulmón, 
estómago, etc.). Nuestros resultados muestran que CYLD desempeña una función 
esencial en la homeostasis epidérmica, ya que regula la diferenciación de los 
queratinocitos, su polaridad y su muerte por apoptosis. Hemos encontrado que CYLD 
favorece la diferenciación epidérmica por inhibir la vía de JNK, y promueve la 
apoptosis de los queratinocitos por inducir la expresión de proteínas pro-apoptóticas. 
Por el contrario, la inactivación catalítica de CYLD provoca la pérdida de polaridad de 
los queratinocitos (por deslocalización de Cadherina E y de β-catenina) y les confiere 
un fenotipo invasivo. El análisis de los ratones K5-CYLDC/S ha permitido además 
conocer que CYLD desempeña un papel esencial en la regulación de la homeostasis 
de los anejos de la piel (folículos pilosos y glándulas sebáceas). 
Los estudios de carcinogénesis y de metástasis han mostrado que CYLD actúa 
como supresor del desarrollo y la progresión maligna de los cSCC, de modo que la 
sobreexpresión de CYLDwt transforma cSCC humanos de elevada agresividad en 
quistes benignos (por inducción de la diferenciación, apoptosis e inhibición de la 
angiogénesis tumoral). Por el contrario, la ausencia de la actividad desubiquitinasa de 
CYLD aumenta la malignidad tumoral de los cSCC (por activación en los 
queratinocitos de NF-κB y JNK; inducir la expresión nuclear de Bcl-3, β-catenina y p52; 
incrementar la angiogénesis; inhibir la apoptosis y aumentar la proliferación). Además, 
CYLD actúa como inhibidor de metástasis de los cSCC por regular positivamente la 
expresión del supresor tumoral y de metástasis Maspin y por reprimir Snail. En línea 
con estos resultados, proponemos que los niveles bajos de expresión de CYLD y de 
6
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Maspin en los cSCC pueden ser biomarcadores de los cSCC de alto riesgo de 
metastatizar. 
Hemos descubierto que CYLD, al igual que otros genes supresores tumorales, 
actúa también como protector del envejecimiento, y proponemos que éste es un 
mecanismo importante por el que CYLD ejerce su función como supresor tumoral, ya 
que la falta de CYLD funcional en los ratones K5-CYLDC/S origina de forma espontánea 
el desarrollo de diversos tipos de tumores. Estos ratones muestran además signos de 
envejecimiento prematuro en distintos órganos (piel, bazo, timo, hígado, etc.). Entre 
los mecanismos responsables del envejecimiento precoz de los ratones K5-CYLDC/S se 
encuentra la activación crónica de la vía de NF-κB (siendo considerada esta vía la 
principal causante del envejecimiento fisiológico y patológico), la sobreactivación de c-
Myc, JNK y Akt, y la inducción de las citoquinas inflamatorias TNF-α e IL-6.  
7

 ______________________________________________________________ Summary 
Summary 
The Cyld gene was identified as a mutated tumor suppressor gene in familial 
cylindromatosis, an autosomal dominant disease that causes the development of 
tumors derived from skin appendages (cylindromas). The CYLD protein is an enzyme 
containing a C-terminal catalytic domain with a deubiquitinase function , eliminating the 
polyubiquitin chains in lysine-63 residues (the ubiquitination in this residue is 
associated to diverse biological processes). In patients with familial cylindromatosis, 
most of the mutations have been found in the C-terminal domain of CYLD, which 
results in a catalytically inactive protein. CYLD negatively regulates the activation of 
different pathways, including those of the NF-κB transcription factor, JNK and 
p38MAPK. 
CYLD is ubiquitously expressed in almost all cell types. However, its inactivation in 
patients causes the development of tumors derived from skin appendages, suggesting 
that its main function is to maintain cutaneous homeostasis. To date, there have not 
been studies aimed to study the role that CYLD develops in the skin, which is one of 
our main objectives in this work. In addition, our purpose is to analyze whether CYLD 
can also act as a tumor suppressor for cutaneous squamous cell carcinoma (cSCC),  
as this which the most aggressive type of non-melanoma skin cancer (NMSC). cSCC 
exhibit a metastasis rate of 5 to 15%. It has not been found any effective treatment for 
these metastatic cSCCs, and patient survival rate is very low. As a result of the high 
incidence of NMSC (the most common human cancer), the concomitant mortality 
associated to cSCC reaches very high levels. To achieve effective therapies in the 
treatment of the cSCCs with highest risk of metastasis, it is necessary to find 
biomarkers of malignancy as well as new therapeutic targets. Therefore, the 
characterization of the molecular mechanisms responsible for maintaining the skin 
homeostasis is needed; it is also necessary to identify the mechanisms causing the 
development and progression of cSCC. 
The skin is composed of three layers: epidermis, dermis and hypodermis; it 
provides a barrier against different types of external aggressions. The skin also 
contains specialized structures, such as the hair follicles and sebaceous and sweat 
glands. The epidermis is the outermost layer and is composed of stratified layers of 
keratinocytes. To be functional, the epidermis must maintain a balance between cell 
proliferation and differentiation, as well as to preserve its cellular polarity. Alterations in 
both cellular homeostasis and response to aggressions lead to inflammatory and tumor 
pathologies. 
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Our main objective is to define the role of CYLD in the skin physiology and in the 
development and metastasis of cSCC. 
In order to carry out this work, a construct containing a CYLD cDNA carrying the 
C/S point mutation at amino acid 601 of the deubiquitinase domain (which resembles 
those of hereditary cylindromatosis patients) has been generated, resulting in the 
expression of a catalytically inactive protein, CYLDC/S, which acts in a dominant 
negative protein, inhibiting the catalytic activity of endogenous CYLD. In addition, a 
construct carrying a wild CYLD cDNA (CYLDwt) has been used. Tumor and non-tumor 
keratinocytes, as well as skin equivalents (transfected with the CYLDC/S and CYLDwt 
constructs) were used as models of study. Also, we generated transgenic mice 
expressing the mutated CYLDC/S under the regulatory elements of the K5 keratin gene 
(K5-CYLDC/S mice). These animals express the transgene in various cell types (in cells 
of the skin, thymus lung, stomach, etc). Our results show that CYLD plays an essential 
role in the maintenance of epidermal homeostasis, as it regulates the differentiation of 
keratinocytes, their polarity and their apoptosis. We found that CYLD favors epidermal 
differentiation by inhibiting the JNK pathway; it also promotes apoptosis through the 
induction of pro-apoptotic proteins. In contrast, the catalytic inactivation of CYLD 
causes the loss of polarity of keratinocytes (by the delocalization of E-cadherin and β-
catenin proteins); it also confers them an invasive phenotype. The analysis of the K5-
CYLDC/S mice has also revealed that CYLD plays an essential role as regulator of the 
homeostasis of the skin appendages (hair follicles and sebaceous glands). 
The carcinogenesis and metastasis assays have shown that CYLD acts as a 
suppressor of the development and malignant progression of cSCC, so the 
overexpression of CYLDwt transforms highly aggressive human cSCC into benign cysts 
(through different mechanisms, such as the induction of differentiation, apoptosis and 
inhibition of angiogenesis). In contrast, the absence of CYLD deubiquitinase activity 
increases tumor malignancy of cSCC as a result of hiperactivation of NF-κB and JNK 
signaling pathways in keratinocytes; it also induces nuclear expression of Bcl- 3, β-
catenin and p52; expression of the CYLDC/S mutant also increases tumor angiogenesis, 
and inhibits both the apoptosis and the proliferation rates). In addition, CYLD acts as an 
inhibitor of cSCC metastasis by both the positive regulation of Maspin and the inhibition 
of Snail expression. Maspin is a well-recognized suppressor of metastasis while Snail is 
a pro-oncogenic protein. In line with these results, we propose that low levels of 
expression of both CYLD and Maspin may be biomarkers of cSCCs with a high risk of 
metastasis. 
We have found that CYLD, like other tumor suppressor genes, also acts as a 
protector of aging. We propose that this is an important mechanism through which 
10
 ______________________________________________________________ Summary 
CYLD exerts its function as a tumor suppressor (the lack of functional CYLD in K5-
CYLDC/S mice leads to a spontaneous development of various types of tumors). 
Transgenic mice also show signs of premature aging in many organs (skin, spleen, 
thymus, liver, etc). Among the mechanisms responsible for the premature aging of K5-
CYLDC/S mice, we found the chronic activation of the NF-κB pathway (which is 
considered the driver of both physiological and pathological aging), the hyperactivation 
of c-Myc, JNK and Akt signaling pathways and the induction of inflammatory cytokines 
such as TNF-α and IL-6. 
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INTRODUCCIÓN 
1. La piel: Características generales
La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los órganos más 
importantes tanto por su tamaño como por sus funciones. Actúa como barrera 
protectora que aisla al organismo del medio que lo rodea, protegiéndolo y 
contribuyendo a mantener íntegras sus estructuras, al tiempo que actúa como sistema 
de comunicación con el entorno. La piel funciona como barrera contra agresiones 
mecánicas, químicas, térmicas, radiaciones ultravioleta y microorganismos patógenos. 
Además, es esencial para el mantenimiento del equilibrio de fluidos corporales 
impidiendo la posible pérdida de agua. La piel es un órgano bien compartimentalizado, 
formado por la epidermis (capa más externa), la dermis subyacente y la hipodermis.  
La dermis es un tejido que actúa de soporte y proporciona resistencia y 
elasticidad a la piel; está formada básicamente por tejido conectivo fibroelástico, con 
una matriz extracelular que contiene fibras de colágeno, elastina y reticulina; en ella se 
encuentra además fibroblastos, monocitos, macrófagos, vasos sanguíneos, por lo que 
constituye un tejido vascularizado que sirve de soporte y alimento a la epidermis. 
Contiene estructuras especializadas de origen ectodérmico, como son los folículos 
pilosos y las glándulas sebáceas y sudoríparas.  
La epidermis es un epitelio escamoso estratificado y queratinizado en constante 
renovación. Se encuentra constituido por diferentes poblaciones celulares: 
queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel, siendo el 
queratinocito el más abundante. Los melanocitos son responsables de la pigmentación 
de la piel, mientras que las células de Langerhans son un tipo de células dendríticas 
originadas en la médula ósea que cumplen funciones inmunológicas. Por último, las 
células de Merkel, localizadas en el estrato basal, tienen una función de carácter 
sensorial. Como resultado de un complejo proceso de proliferación y diferenciación los 
queratinocitos se organizan en cuatro estratos (Figura 1).  
- El estrato basal contiene las células con capacidad proliferativa de la epidermis, 
responsables de la renovación continua de los queratinocitos epidérmicos.  
- El estrato espinoso presenta complejos de adhesión intercelular denominados 
desmosomas que contribuyen a la integridad y a la función barrera de la epidermis. 
Las células de este estrato normalmente ya no se dividen, aunque no han perdido 
completamente su capacidad proliferativa. También se expresan algunas proteínas de 
la envuelta celular como la involucrina.  
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- El estrato granuloso se caracteriza por la presencia de gránulos intracelulares de 
queratohialina formados por proteínas como la profilagrina y gránulos lamelares que le 
confieren su aspecto característico; el contenido lipídico de estos gránulos es liberado 
al espacio intercelular, contribuyendo a la función protectora de la epidermis. Otras 
proteínas como la loricrina y la filagrina también se expresan en este estrato. 
- El estrato córneo representa el estado final del proceso de diferenciación de los 
queratinocitos. Está formado por escamas (que corresponden a células enucleadas y 
sin orgánulos, los corneocitos) suspendidas en una matriz lipídica, constituyendo una 
estructura impermeable e insoluble responsable de la función protectora de la 
epidermis. El proceso de descamación implica la degradación de los lípidos de los 
espacios intercelulares y la pérdida de las interconexiones desmosomales residuales1.  
Figura 1. La piel y sus apéndices. Esquema de la piel y de estructuras anejas (folículos pilosos, 
glándulas sebáceas). Se muestran a más aumentos los estratos que forman la epidermis (córneo, 
granuloso, espinoso y basal), así como las queratinas y los marcadores de diferenciación que se 
expresan en cada uno de ellos. Imagen modificada de Fuchs 2002. 
1.1 Proliferación, diferenciación epidérmica y polaridad epitelial 
La epidermis es un epitelio estratificado cuya capa basal está unida a una lámina 
basal rica en factores de crecimiento y a la matriz extracelular. Los queratinocitos 
basales tienen capacidad mitótica, a medida que diferencian ascienden a capas 
superiores hasta convertirse en escamas aplanadas y muertas que se desprenden.  
El proceso de diferenciación epidérmica está acompañado de la expresión 
secuencial de diferentes proteínas tanto enzimáticas como estructurales que pueden 
usarse como marcadores de diferenciación del queratinocito. Los filamentos 
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intermedios que conforman el citoesqueleto de las células epiteliales (epidérmicas y no 
epidérmicas) están formados por las queratinas, familia de proteínas con más de 
veinte miembros, que se expresan en pares característicos y que presentan 
especificidad tisular y celular en su expresión2,3. Así, en la epidermis, las células del 
estrato basal expresan las queratinas 5 y 14 (K5 y K14). Sin embargo, en estratos 
superiores estas proteínas son reemplazadas por las queratinas 1 y 10 (K1 y K10), 
características por tanto de células suprabasales. La transglutaminasa, loricrina y 
filagrina son marcadores característicos de diferenciación epidérmica terminal4–6 
(Figura 1). La epidermis debe mantener un equilibrio entre la proliferación celular y la 
pérdida de células por diferenciación terminal y descamación. Las alteraciones en la 
homeostasis celular y en la respuesta a agresiones llevan a patologías tales como 
neoplasias cutáneas y enfermedades inflamatorias de la piel, de gran relevancia 
clínica. Una vía que se ha descrito que desempeña un papel relevante en la 
diferenciación epidérmica es la vía de JNK.  Experimentos in vitro e in vivo muestran 
que la activación de JNK inhibe la diferenciación de los queratinocitos7,8. 
Durante la morfogénesis epidérmica, las uniones intercelulares y a la matriz 
extracelular son cruciales para el establecimiento del epitelio y el control de los 
cambios dinámicos que ocurren en el proceso de diferenciación, así como en el 
mantenimiento de la homeostasis y polaridad tisular9. La adhesión célula-célula se 
produce principalmente a través de tres tipos de uniones: uniones adherentes (AJs) 
(Figura 2), uniones estrechas y desmosomas10–12, constituyendo los llamados 
complejos de unión intercelular. Los complejos contienen receptores transmembrana, 
por lo general glicoproteínas que median la unión a la superficie extracelular y 
determinan la especificidad de la respuesta intracelular11. Además, las proteínas 
citoplasmáticas asociadas a los receptores median la conexión con el citoesqueleto y 
establecen líneas moleculares de comunicación con otras uniones célula-célula. La 
conexión entre estas uniones y el citoesqueleto permite a un epitelio funcionar como 
un tejido perfectamente coordinado11. Las cadherinas constituyen una familia de 
proteínas transmembrana de adhesión intercelular dependientes de calcio e 
implicadas en el establecimiento de uniones adherentes13,14. Cadherina E es el 
miembro más representativo en epitelios y se ha demostrado que es una proteína 
esencial para la diferenciación epidérmica. La pérdida de expresión de Cadherina E 
impide en las células madre embrionarias la agregación celular, lo que resulta en la 
muerte temprana del embrión15. Además, diferentes estudios de deleción específica 
de Cadherina E en epitelios estratificados demuestran que es esencial tanto en el 
desarrollo epidérmico y en la diferenciación terminal de los queratinocitos, como 
durante la morfogénesis folicular16–19. Cadherina E tiene un papel muy relevante en los 
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procesos neoplásicos; se ha observado que la disminución o pérdida de expresión de 
Cadherina E está relacionada con la progresión y metástasis de ciertos tipos de 
tumores, incluidos tumores de piel20,21. Recíprocamente, el restablecimiento de la 
expresión de Cadherina E en líneas celulares tumorales de origen epitelial tiene como 
consecuencia la reversión de un fenotipo invasivo a otro benigno22. Esto indica que 
Cadherina E se comporta como un gen supresor del fenotipo tumoral invasivo. A este 
respecto, se ha establecido que la invasión de células tumorales está asociada con la 
pérdida de expresión de genes epiteliales, como Cadherina E, y la ganancia de 
expresión de genes mesenquimales23,24, mediante un proceso equivalente a la 
transición epitelio-mesénquima (TEM) que ocurre durante el desarrollo embrionario. 
Diversos experimentos indican que el silenciamiento de la expresión de Cadherina E 
puede implicar cambios genéticos y epigenéticos25. Se ha descrito que la expresion de 
Cadherina E es reprimida por diferentes factores de transcripción, entre ellos Snail, 
E47, ZEB-1y ZEB-223,24,26–28.  
Las uniones adherentes conectan la membrana celular con los microfilamentos de 
actina. Para ello, el dominio intracelular de Cadherina E se une a β-catenina, que a su 
vez se une a α-catenina. Esta interacción media el acoplamiento del citoesqueleto 
intracelular de actina con las células adyacentes14. β-catenina, dependiendo de su 
localización intracelular, puede desempeñar una función tanto en adhesión como en 
señalización intracelular, concretamente de la vía de Wnt/Lef29. En ratones knockout 
se ha descrito que la pérdida de β-catenina tiene consecuencias sobre la morfogénesis 
folicular, la diferenciación terminal de los queratinocitos y el balance entre proliferación 
y muerte celular30. La estabilización de β-catenina tiene un papel clave en la 
señalización de la epidermis que conduce al desarrollo del pelo, y su activación 
aberrante puede originar la formación de tumores derivados del pelo30. 
Figura 2. Esquema representativo de las uniones adherentes, así como de las proteínas que las 
forman. Imagen modificada de Fuchs 2002. 
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El mantenimiento de los contactos célula-célula y la polaridad celular es un 
requisito esencial para la funcionalidad y la homeostasis de los tejidos epiteliales. Esta 
organización del tejido se pierde durante la progresión tumoral y es particularmente 
evidente en la fase de invasión, cuando las células tumorales adquieren un fenotipo de 
TEM.  
1.2 Anejos de la piel: folículos pilosos, glándulas sebáceas y sudoríparas 
En mamíferos existen diversas estructuras (pelos, uñas, glándulas sudoríparas, 
sebáceas, mamarias) que se desarrollan como apéndices del ectodermo embrionario. 
Todos estos apéndices son el resultado de complejas interacciones epitelio-
mesénquima en las que intervienen diversas moléculas señalizadoras de las familias 
Shh, Wnt, BMPs y FGF31,32. 
1.2.1 El folículo piloso 
El folículo piloso (FP) es el apéndice de la epidermis de los mamíferos que origina 
el pelo. En ratones, se inducen múltiples pelos en todo el cuerpo y se modelan para 
formar pestañas, vibrisas y el pelaje. Todos cumplen una amplia gama de funciones, 
como son: control de la temperatura corporal, protección física, transmisión de 
información sensorial y táctil, y como fin decorativo para las interacciones sociales. El 
folículo piloso está compuesto por componentes epidérmicos (epitelial) y dérmicos 
(mesenquimal), y la interacción entre los mismos juega un papel importante en su 
morfogénesis y crecimiento. El folículo piloso es una estructura cilíndrica compleja, 
que consiste en muchas capas concéntricas de células epiteliales. El compartimento 
más externo es la vaina radicular externa (VRE) que se extiende hacia la epidermis, 
donde la proliferación celular tiene lugar dentro de la capa de células basales, 
adyacente a la matriz extracelular. La diferenciación es progresiva desde la capa basal 
hacia adentro, hacia el eje central del pelo. La capa adyacente (interna) a la VRE es 
una capa simple de células pequeñas y aplanadas; a continuación hacia el interior está 
la vaina radicular interna (VRI). Clásicamente, la iniciación de la morfogénesis del 
folículo se describe en términos de una serie ordenada de interacciones epitelio-
mesénquima. Durante el desarrollo embrionario del folículo piloso, las células 
mesenquimales de la dermis se agregan debajo de la epidermis formando agregados 
llamadas placodas y que marcan la localización del nuevo folículo piloso. Las placodas 
inducen a las células dérmicas subyacentes para la formación de la placoda dérmica 
que envía señales al compartimento epidérmico (células madre del folículo piloso, 
localizados en la parte superior) para estimular la proliferación y el crecimiento del pelo 
hacia abajo. La activación de la vía canónica Wnt/β-catenina, en epidermis y dermis es 
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necesaria para inducir la formación de la placoda del pelo33,34. Otro elemento 
importante del FP es el bulge, una protuberancia de la vaina VRE, próxima  a la 
glándula sebácea, donde se localizan las células madre que dan origen tanto a la 
epidermis como a los FP y glándulas sebáceas35,36.  
A lo largo de la vida, el folículo piloso sufre una serie de cambios cíclicos que 
guardan similitud con el proceso de su morfogénesis37–39. Como se representa en la 
Figura 3, cada ciclo se divide en tres etapas: 1) Anagén: fase activa o de crecimiento. 
El folículo crece y penetra en la capa grasa subdérmica. 2) Catagén: fase de regresión 
donde el folículo involuciona hacia la zona subepidérmica, quedando reducido hasta 
un tercio de su tamaño. 3) Telogén: fase de quiescencia del folículo. En el ratón, no se 
observan folículos anagénicos maduros hasta varios días después del nacimiento; 
todos los FP ciclan de forma sincronizada durante los dos primeros ciclos, perdiéndose 
la sincronización en ciclos posteriores38. 
 En el ser humano hay numerosas patologías que cursan con alteraciones de los 
folículos pilosos, como son la alopecia, acné, forúnculos, hirsutismo o la enfermedad 
de Verneuil entre otros. Además, es importante destacar la implicación de los folículos 
pilosos en el desarrollo de tumores de piel, bien sean del propio folículo como los 
tricoepiteliomas, pilomatricomas o carcinomas triquilemales, u otros tipos tumorales de 
los que se ha propuesto que se originan a partir de los FP, tanto en humanos como en 
modelos animales40. 
Figura 3. Etapas del ciclo del folículo piloso. Representación esquemática de las características 
morfológicas de las distintas fases del proceso de ciclaje. Adaptado Fuchs 2007. 
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1.2.2 Glándulas sudoríparas y glándulas sebáceas 
Las glándulas sudoríparas están localizadas exclusivamente en las almohadillas 
palmares y plantares vertiendo su contenido directamente a la superficie epidérmica; 
su función es la regulación de la temperatura corporal. 
La piel de ratón contiene numerosas glándulas sebáceas asociadas a los folículos 
pilosos, con algunas excepciones, como son las glándulas de Meibomio y de Tyson, 
que son glándulas sebáceas modificadas41. En la periferia de las glándulas sebáceas 
se encuentra una capa de células basales que progresan hacia la parte media de la 
glándula y acumulan gotas de lípidos a medida que adquieren la diferenciación 
terminal. Los sebocitos totalmente diferenciados están llenos de lípidos y carecen de 
otros orgánulos celulares. En un estadio posterior se desorganiza la membrana y la 
célula se rompe eliminando su contenido al canal sebáceo. Las palmas de manos y de 
los pies, que no tiene FP están desprovistas de glándulas sebáceas. En los anejos 
oculares hay cinco tipos de glándulas sebáceas: glándulas de Zeiss, de Meibomio, de 
las cejas, de la carúncula y de los finos pelos de la piel del párpado. Las glándulas de 
Meibomio son las de mayor diferenciación histológica, tamaño y número de acinos; su 
función es secretar una sustancia aceitosa que evita la sequedad de los ojos.  
En el ser humano, hay varias condiciones médicas que involucran el exceso de 
sebo por parte de las glándulas sebáceas, incluyendo acné, quistes sebáceos, 
hiperplasia y adenoma sebáceo. En la diferenciación de las glándulas sebáceas toman 
parte varias vías de señalización, destacando la vía de Wnt, la cual si está activa de 
manera aberrante origina glándulas sebáceas hiperplásicas. Además, hay otros 
factores de transcripción como son, Blimp1 y c-Myc, que regulan la proliferación y 
formación de las glándulas sebáceas. Se ha estudiado que en los ratones Blimp1-/-, la 
expresión de c-Myc se encuentra incrementada, resultando en una hiperproliferación 
de la glándula sebácea. Estudios previos en los ratones transgénicos CYLDE∆9/∆9, 
deficientes en la actividad catalítica de CYLD, mostraron que CYLD regulaba 
negativamente la expresión de c-Myc, de modo que la ausencia de la función DUB de 
CYLD favorece la expresión de c-Myc y el desarrollo de glándulas sebáceas 
hiperplásicas en estos ratones (Figura 4)42. 
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Figura 4. CYLD en la regulación del desarrollo del folículo piloso y de la glándula sebácea. CYLD 
regula negativamente la activación de NF-κB y de c-Myc en estos apéndices de la piel por medio de su 
función desubiquitinasa. Imagen modificada de Jin 2016. 
2. Cáncer de piel no melanoma
Como se ha comentado, las alteraciones en la homeostasis de la piel pueden 
conducir al desarrollo de enfermedades cutáneas y al cáncer de piel no melanoma. El 
CPNM es el cáncer más común y su incidencia ha aumentado notoriamente en todo el 
mundo, siendo en Estados Unidos de Norteamérica (USA) y Australia el cáncer más 
frecuente de todos los diagnosticados43, y en Europa occidental su incidencia es 
aproximadamente igual a la de cáncer de pulmón o de mama44, siendo Reino Unido el 
país europeo en el que más casos de CPNM se diagnostican. Se ha comprobado que 
la incidencia del CPNM se dobla cada 15-20 años, por lo que se ha convertido en un 
importante problema de salud. Se acepta universalmente que la exposición a la 
radiación solar es el factor de riesgo más importante para el desarrollo de cáncer 
cutáneo, especialmente el CPNM, y que la radiación ultravioleta (UV) presente en la 
radiación solar es el principal factor etiopatogénico, siendo la exposición exagerada al 
sol más importante para el desarrollo del CPNM que la disminución de la capa de 
ozono45,46. El  envejecimiento de la población también contribuye al aumento del 
CPNM, ya que éste afecta principalmente a adultos mayores de 60 años (el 80% de 
los CPNM diagnosticados); aunque lo que es más preocupante es que ha aumentado 
su incidencia en personas menores de 35 años (principalmente por la exposición 
recreacional al sol)47. Estos datos muestran la importancia de conocer las vías 
moleculares que conducen al desarrollo del CPNM, lo que resultará en una mejora en 
el diagnóstico, prevención y tratamiento de estos tumores.   
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El CPNM comprende dos formas principales: los carcinomas basocelulares 
(BCCs, del inglés Basal Cell Carcinoma) y los carcinomas de células escamosas 
(cSCC, del inglés Cutaneous Squamous Cell Carcinoma). Ambos tipos de tumores 
constituyen  el 90% del CPNM.  
Los BCCs son los tumores cutáneos más frecuentes (representan el 80% de los 
cánceres de piel diagnosticados), y la forma más común de cáncer en humanos. 
Además de la luz UV, otros factores de riesgo que se han asociado al desarrollo de 
BCCs son radiación ionizante, sustancias químicas (arsénico, psoralenos) e 
inmunosupresión. Los BCCs raramente metastatizan (<0,1%) aunque pueden ser 
altamente invasivos localmente y pueden causar daños tisulares masivos; se 
caracterizan por la falta de inestabilidad cromosómica, siendo en este sentido unos 
carcinomas inusuales. Los BCCs se pueden desarrollar de forma esporádica, o en 
síndromes como el de Gorlin (o síndrome de carcinoma nevoide de células basales, 
NBCC), trastorno autosómico dominante caracterizado entre otras manifestaciones, 
por el desarrollo de múltiples BCCs; también se forman BCCs en pacientes del 
síndrome hereditario raro xeroderma pigmentosum (XP) de carácter autosómico 
recesivo, caracterizado por defectos en los mecanismos de reparación del DNA por 
daño UV. El origen celular de los BCCs no está del todo claro, por una parte, se ha 
descrito que derivan de las células basales de la epidermis interfolicular (los 
queratinocitos basales y los BCCs comparten similitudes histológicas, como se refleja 
en su nombre), aunque también se ha propuesto que pueden tener su origen en 
células de la vaina radicular externa de los folículos pilosos y del bulge.  
Los cSCC, constituyen el 20% de los cánceres de piel diagnosticados y son 
mucho más agresivos que los BCCs. Aunque la mayoría de los cSCC muestran un 
comportamiento benigno y pueden ser completamente erradicados mediante cirugía y 
otros procedimientos dermatológicos, lo que se traduce en una supervivencia global a 
5 años tras resección del cSCC superior al 90%, y una tasa de mortalidad de 
aproximadamente el 1%; sin embargo, existen unos cSCC que muestran capacidad de 
desarrollar metástasis nodal y que presentan una elevada morbimortalidad. La 
frecuencia de metástasis de los cSCC está comprendida entre el 5% y 15%, por lo que 
debido a la incidencia tan elevada del CPNM, la mortalidad concomitante a este tipo 
de cáncer alcanza cifras muy elevadas. Se considera que se desarrollan a partir de las 
células madre epidérmicas asociadas a los folículos pilosos o de la capa basal de la 
epidermis, aunque también pueden formarse a partir de la VRE de los FP, como 
ocurre en el caso de los papilomas (tumores benignos). Mientras que la exposición 
intensa al sol en edades tempranas se ha relacionado con los BCCs, una exposición 
solar acumulada a lo largo de toda la vida ha sido asociada con un mayor riesgo de 
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desarrollar cSCC48. Otros factores externos que favorecen el desarrollo de cSCC son 
las radiaciones ionizantes, ciertas sustancias químicas (hidrocarburos, tabaco, 
arsénico), infección del virus del papiloma humano y del herpes simple. La incidencia 
de cSCC es también alta en personas que reciben una terapia inmunosupresora y en 
pacientes de determinadas genodermatosis (XP, albinismo oculocutáneo, 
epidermolisis bulosa distrófica); pueden además desarrollarse en áreas de úlceras 
crónicas o cicatrices.  
Como se ha comentado, el factor de riesgo más significativo para el desarrollo del 
CPNM es la radiación ultravioleta de la luz solar, específicamente la radiación UVB, 
que es la principal causa de daño del DNA, del fotoenvejecimiento y de la 
transformación maligna en la piel. La activación de la apoptosis tras la exposición a la 
radiación UV permite la eliminación de células dañadas irreversiblemente que pueden 
albergar mutaciones oncogénicas. Sin embargo, la radiación UV también activa 
cascadas de señalización que promueven la supervivencia de estas células 
potencialmente cancerosas, lo que puede dar lugar a la iniciación tumoral. Por lo tanto, 
la respuesta a la luz UV en la piel es multifacética y requiere la activación coordinada 
de numerosas vías que controlan la reparación de daño al DNA, la inflamación y la 
transducción de señal mediada por quinasas que conducen a la supervivencia o a la 
muerte celular. 
En el descubrimiento de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo 
del CPNM ha tenido una vital importancia la generación de modelos animales de ratón, 
ya que reflejan los mecanismos de la carcinogénesis humana en muchos aspectos49. 
En el caso de los BCCs, tanto esporádicos, como los que se desarrollan en 
pacientes de NBCC o de XP, está aceptado que se producen por la activación 
inapropiada de la vía de señalización de Sonic Hedgehog (Shh). Así, se han 
encontrado mutaciones muy frecuentes en los diferentes miembros de esta vía, 
especialmente en el gen supresor tumoral PTCH1 (receptor de la glicoproteína Shh), 
que dan lugar a la pérdida de función de PTCH1 y a la activación constitutiva e 
inapropiada de la vía de señalización de Shh. Como consecuencia de la activación 
aberrante de Shh, en los BCCs se encuentra consistentemente sobreexpresadas sus 
dianas Gli1 y Gli2. En la caracterización de los mecanismos que dan lugar al desarrollo 
de los BCCs se han utilizado modelos de ratones transgénicos para diferentes 
miembros de la vía Shh, que han mostrado que la activación de la señalización Shh es 
suficiente para la formación de BCCs50,51. Además de las mutaciones en los miembros 
de la vía Shh, aproximadamente en el 50% de los BCCs esporádicos, se han 
encontrado también mutaciones en el gen supresor tumoral p53, aunque existe 
controversia en cuanto a su significación, ya que hay datos que sugieren que estas 
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mutaciones son eventos secundarios que no contribuyen significativamente a la 
tumorigénesis de los BCCs, mientras que otros estudios sugieren que las mutaciones 
en  p53 en los BCCs son cruciales, aunque suponen un evento tardío de la progresión 
tumoral52.  
Los cSCC se pueden desarrollar a través de estadios precancerosos 
histológicamente bien definidos como son la queratosis actínica (AK, del inglés “actinic 
keratosis) y los cSCC in situ (CIS). Ambas lesiones cutáneas, AK y CIS representan 
etapas pretumorales y preinvasivas, pudiendo progresar a cSCC invasivos, aunque no 
todas las AK progresan a cSCC, y también hay cSCC “de novo”, es decir que no 
proceden de una lesión AK. El locus p53 parece desempeñar un papel importante en 
la patogénesis del cSCC. p53 participa en la inducción de apoptosis en las células 
epidérmicas después de daño al DNA inducido por radiación UV. Por lo tanto, la 
pérdida de p53 proporciona una ventaja de supervivencia a los queratinocitos dañados 
por UV. p53 se encuentra mutado en el 60-90% de los cSCC y AK. Las mutaciones 
puntuales en p53 aparecen tempranamente, como lo demuestra el hecho de que se 
encuentran a menudo en casos de displasia epidérmica leve o moderada. La pérdida 
de heterozigosidad (LOH) del alelo funcional de p53, típica de los genes supresores 
tumorales en los cánceres suele ocurrir en etapas más tardías, asociada a la 
transición entre AK y CIS. La inactivación temprana de p53 en los cSCC crea las 
condiciones perfectas para que aparezcan otras numerosas mutaciones, por lo que se 
considera que los cSCC son los tumores que tienen la tasa más alta de mutaciones. 
Resulta de interés, el que a pesar del alto porcentaje de cSCC que presentan 
mutaciones en p53, sin embargo, los individuos que sufren el Síndrome de Li-
Fraumeni, debido a una mutación hereditaria de p53 en la línea germinal, no 
presentan mayor riesgo de desarrollar cSCC, aunque de acuerdo con el papel de p53 
como el  supresor tumoral más importante, estos pacientes sí son propensos a 
desarrollar una amplia variedad de neoplasias internas, como son sarcomas, cáncer 
de mama, tumores cerebrales y linfomas53. Otras mutaciones caracterizadas en AK y 
cSCC son mutaciones en H-Ras y K-Ras inducidas por UV. Esto parece indicar que 
son necesarios otros eventos mutagénicos o la activacion de otras vías para el 
desarrollo de los cSCC. La progresión de AK a cSCC se ha correlacionado también 
con la supresión de los genes supresores tumorales p16INK4a/p14ARF48. Es posible 
que la inactivación de las vías de INK4a/Rb y ARF/p53 cooperen en la promoción de 
los cSCC.  
Entre las vías de señalización que son activadas en respuesta a la radiación UV 
se ha descrito la de la familia de proteínas PI3K quinasas (fosfatidilinositol 3 quinasa), 
específicamente ATM y ATR, que detienen el ciclo celular para permitir la reparación 
del DNA o, si el daño al DNA tras UV es excesivo, inducen la apoptosis celular. Ambas 
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proteínas aumentan la estabilidad de p53 y por tanto su actividad. De acuerdo con 
estas funciones, los ratones transgénicos con inhibición  completa de ATR presentan 
mayor desarrollo tumoral54,55. 
Otras vías de señalización que son clásicamente activadas por la radiacion UV 
son las vías inflamatorias, que tienen efectos beneficiosos, pero también pueden 
estimular la tumorigénesis56. Hay estudios clínicos que demuestran que la inflamación 
está implicada en la progresión de AK a cSCC; además, en la periferia invasiva de las 
células tumorales en pacientes se observa consistentemente inflamación crónica57. En 
concreto, la principal vía inflamatoria clave implicada en la inflamación inducida por UV 
es NF-κB. La vía NF-κB ha sido ampliamente estudiada y se ha descrito que es 
crucial en la mediación de la inflamación de la piel58. La inducción de la vía canónica 
de NF-κB puede ocurrir por activación directa de la radiación UV o por la unión de 
citoquinas inducidas por UV a receptores de membrana plasmática. Los receptores 
comúnmente asociados con la activación de NF-κB en CPNM son los receptores 
tirosina quinasas (RTKs), los receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR1) y los 
receptores Toll-like (TLRs). Una vez activado NF-κB, el heterodímero NF-κB (p65/p50) 
activo transloca al núcleo para promover la transcripción de los genes pro-
inflamatorios, así como de los genes que conducen a la producción de citoquinas que 
regulan la respuesta inmune/inflamatoria (TNF-α, IL-1, IL-6 y IL-8)59 (explicado en más 
detalle en el apartado 3). Se ha descrito que NF-κB se encuentra constitutivamente 
activado en cSCC humanos y murinos y como consecuencia de esta activación se 
observa la sobreexpresión de numerosos genes diana de NF-κB, incluyendo genes 
relacionados con el crecimiento, angiogénesis e inflamación (citoquinas inflamatorias) 
en los cSCC60. Posteriormente se demostró que la inhibición de NF-κB por 
antagonistas farmacológicos o por la expresión de un dominante negativo de NF-κB 
(un mutante de IκBα (IκBαM), o IκBαM inducible), suprimía la supervivencia tumoral, la 
expresión de citoquinas, la  migración, angiogénesis y la tumorigénesis de los cSCC 
humanos y murinos61,62. Estudios más recientes realizados en ratones transgénicos 
han confirmado que la subunidad p65 de NF-κB es esencial para la carcinogénesis de 
la piel en ratones, ya que la pérdida de p65 previene tanto el desarrollo de cSCC como 
la promoción tumoral63. Estas evidencias demuestran que NF-κB es un activador 
esencial del programa de expresión génica y del fenotipo maligno de los cSCC. 
Nuestro grupo ha comprobado además recientemente que la sobreexpresión de la 
proteína IKKα, activadora  de NF-κB, actúa como promotor tumoral de los cSCC, 
promoviendo en queratinocitos humanos el desarrollo de una variedad de cSCC 
acantolíticos, que se asocian en pacientes a  una malignidad elevada y a una alta 
capacidad metastásica64; en ratones transgénicos IKKα inducía el desarrollo de una 
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piel hiperproliferativa, la inhibición de la expresión del supresor tumoral y de 
metástasis Maspin y la inducción de Twist (promotor de la transición epitelio-
mesénquima), lo que condujo en experimentos de carcinogénesis química de piel al 
desarrollo de cSCC invasivos65.  
Junto a la respuesta inflamatoria, otro efecto de la radiación UV es provocar una 
respuesta angiogénica, estimulando la dilatación de los vasos sanguíneos para 
aumentar el suministro de sangre al lugar de la lesión, y una reestructuración 
microvascular que ayuda a las proteínas plasmáticas a entrar desde el torrente 
sanguíneo. Estas respuestas crean un microambiente que ayuda en la curación de 
heridas, sin embargo, este entorno también puede estimular la tumorigénesis. Uno de 
los factores angiogénicos más relevantes para el desarrollo de los cSCC es VEGF 
(factor de crecimiento de células endoteliales), cuya expresión es inducida, al menos 
en gran parte, por la activación de NF-κB y de EGFR. Nuestro grupo demostró, 
mediante la generación de un modelo de ratones transgénicos que expresaban un 
dominante negativo del EGFR (dnEGFR) en los queratinocitos, que la señalización por 
EGFR era la principal vía responsable de la inducción de la expresión de VEGF por 
Ha-ras-mutado. Los ratones transgénicos dnEGFR tenían impedido el desarrollo de 
cSCC en experimentos de carcinogénesis química, lo que demostraba que la 
señalización de EGFR era esencial para el desarrollo de este tipo de cáncer en ratón, al 
igual que ocurre en humanos, en donde EGFR se encuentra sobreexpresado y activado. 
Además demostramos que un mecanismo principal por el que el  dnEGFR  inhibía la 
tumorigénesis de piel era por inhibir la expresión de VEGF, ya que cuando se forzaba la 
expresión de VEGF en los queratinocitos  dnEGFR  se  restauraba el desarrollo de 
cSCC66. 
La exposición a radiación UV induce estrés oxidativo en querationocitos, 
caracterizado por un aumento en la producción de ROS (especies reactivas de 
oxigeno) y una reducción de defensas anti-oxidantes que, como consecuencia, 
ocasiona daño al DNA y mutaciones activadoras de múltiples vías de respuesta a 
estrés. El estrés oxidativo ha sido relacionado con el inicio de numerosos cánceres, 
incluyendo el CPNM67. Una de las vías críticas que se activan en respuesta al estrés 
oxidativo inducido por UV es la vía de c-Jun N-terminal quinasa (JNK). JNK, es un 
miembro de la familia MAPK que se activa en respuesta a la producción de ROS. Una 
diana principal de JNK es la proteína-1 (AP-1), formada por dímeros de c-Jun y/o c-
Fos y conocida principalmente como un factor de transcripción oncogénico, ya que 
está implicada en la promoción de la proliferación celular, mediante la transcripción de 
genes reguladores del ciclo celular (tales como Ciclina D1, Ciclina A, Ciclina E, p53, 
p21, p16Ink4a y p19ARF). Además, AP-1 promueve supervivencia celular a través de 
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la colaboración con NF-κB68. La relevancia de la vía de JNK en la formación de cSCC 
se ha demostrado in vivo, mediante un modelo de ratones transgénicos que expresan 
un dominante negativo de c-Jun, al comprobar que estos ratones estaban protegidos 
frente al desarrollo de cSCC inducidos por la radiación UVB69.  Además, JNK 
promueve la tumorigenicidad de los cSCC por colaborar con otros oncogenes, como 
Ras, a múltiples niveles moleculares70. La activación de JNK induce también la 
expresión de c-Myc71, habiéndose demostrado que la sobreexpresión de c-Myc en la 
epidermis de ratones transgénicos origina el desarrollo de papilomas espontáneos y 
de cSCC; y además hace a estos ratones susceptibles al desarrollo tumoral en el 
modelo de carcinogénesis de piel en 2 pasos (en la que se da 1 o 2 aplicaciones 
tópicas del carcinógeno DMBA-que muta Ha-Ras- y después se tratan los animales 
con el promotor TPA durante 16-20 semanas)72. 
Los RTKs pertenecen a una familia de receptores que se activan rápidamente en 
respuesta a la radiación UV y se han vinculado al CPNM. La activación de RTKs en 
queratinocitos inicia predominantemente respuestas anti-apoptóticas y proliferativas, 
que son críticas en procesos fisiológicos de cicatrización, sin embargo, una activación 
aberrante inducida por UVB puede conducir a la iniciación y promoción de cSCC73. 
Algunas RTKs implicadas en el desarrollo de los cSCC son el EGFR (comentada 
anteriormente) y la vía de PI3K/Akt/mTOR. Akt es un regulador central de numerosos 
procesos celulares, entre ellos de supervivencia celular, metabolismo, traducción de 
proteínas y angiogénesis. Nuestro grupo ha comprobado que la activación de Akt en la 
piel de  ratones transgénicos aumenta la susceptibilidad al desarrollo de cSCC y a la 
conversión maligna de los mismos74,75. 
A pesar de los diversos métodos de tratamiento de los cSCC disponibles y de los 
recientes avances en las técnicas de diagnóstico (no invasivas o mínimamente 
invasivas), el riesgo de recurrencia y de metástasis están lejos de ser despreciables. 
Así, aunque hay métodos eficaces de tratamiento de los cSCC, ninguno de ellos 
puede asegurar una curación completa, por lo que una media del 8% de los cSCCs se 
reproducen y el  5% de ellos metastatiza en 5 años76. Estos cSCC pueden presentar 
diseminación linfática y en ocasiones invasión de órganos distantes, asociándose a los 
cSCC metastásicos un comportamiento a largo plazo extremadamente agresivo, con 
una tasa de supervivencia a los 10 años menor del  20%. De estos datos se concluye 
que la mortalidad en el cSCC es un problema importante, teniendo en cuenta que 
estamos ante una de las tumoraciones más prevalentes del mundo. 
 Se ha comprobado que el riesgo de metástasis y de recurrencia de los cSCC 
varía dependiendo de la localización anatómica, por ejemplo los cSCC localizados en 
los labios o las orejas se correlacionan con un riesgo de invasión mayor (10-25%); 
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también influye el tamaño inicial del tumor, aquellos mayores de 2 cm, tienen un 15% 
de posibilidades de recurrencia y 30% de posibilidades de metástasis; las 
características histológicas también afectan a la progresión de los cSCC (los subtipos 
con mayor riesgo de metátasis son los desmoplásicos, acantolíticos, los 
sarcomatoides y los cSCC “de novo”); la velocidad del crecimiento del tumor, la 
profundidad (> 4 cm), la escasa diferenciación, los cSCC de grado II (50% del tumor 
diferenciado y 50% indiferenciado) y III-IV (tres cuartas partes del tumor 
indiferenciado) se asocian a mayor recurrencia y muerte del paciente, aunque hay 
estudios que han mostrado que la mitad de las metástasis son debidas a tumores bien 
diferenciados, grado I77; la existencia o no de invasión perineural también influye en el 
riesgo de metástasis de los cSCC, así como los antecedentes clínicos del paciente 
(trastornos genéticos, inmunosupresión, lesiones preexistentes, etc.).78 El 70% de 
pacientes con cSCC metastástico presentan una o más de las características 
establecidas como factores de riesgo de metastatizar, sin embargo el 20-30% restante 
de pacientes de cSCC metastásico no presentan ninguno de los factores de riesgo de 
los anteriormente comentados, lo que sugiere la existencia de otras variables todavía 
no conocidas que deben tener un papel importante en su metástasis. Dentro de este 
grupo adquieren importancia determinadas alteraciones moleculares que parecen 
decretar la existencia de cSCC con comportamiento más agresivo. Entre ellas, las 
mutaciones en el gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y en 
menor medida mutaciones en p16 y CKS1B se postulan como las principales 
alteraciones moleculares en el cSCC de alto riesgo79,80, aunque hasta el momento no 
hay muchos estudios sobre el tema. Recientemente se ha asociado la localización 
nuclear de IKKα y una disminución de la expresión de Maspin con cSCC de alto riesgo 
de metastatizar81.  
Una correcta evaluación de marcadores histológicos y moleculares que permitan 
discernir entre cSCC de mayor agresividad y alto riesgo de metastatizar es 
fundamental para mejorar la supervivencia en este tipo de cáncer. La caracterización 
de la biología molecular de los cSCC y el análisis de las diferencias genéticas entre los 
cSCC de mayor o menor malignidad permitirán optimizar la actuación terapéutica 
mediante fármacos que actúen sobre dianas moleculares clave en el proceso de 
carcinogénesis epidérmica. Además el manejo individualizado de los pacientes en 
base a estos conocimientos permitirá reducir la mortalidad asociada a esta tumoración 
maligna. 
Por tanto, en este trabajo, para conocer posibles marcadores moleculares de los 
cSCC más agresivos, nos hemos centrado en una de las vías que parecen 
desempeñar un papel más importante en el desarrollo y la progresión de los cSCC, 
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como es la vía NF-κB (ya que entre otras funciones, favorece la angiogénesis tumoral 
y la inflamación) y en un gen, el gen Cyld, poco estudiado hasta el momento, que 
aparece como candidato a desempeñar un papel relevante en el CPNM,  ya que, 
aunque se expresa de forma ubicua en casi todos los tipos celulares, se ha descrito 
que su mutación e inactivación funcional sólo origina el desarrollo de tumores 
derivados de la piel (a través de la activación de la vía de NF-κB).  
3. El factor de transcripción NF-κB
NF-κB es un importante factor de transcripción dimérico, expresado en el 
citoplasma de todos los tipos celulares. Desempeña un papel crucial en diversos 
procesos biológicos, incluyendo la respuesta inmune, la inflamación, la supervivencia y 
desarrollo celular, la respuesta al estrés y la maduración de distintos tipos 
celulares. Aunque se requiere la activación de NF-κB para proteger a los organismos 
de los efectos ambientales, la actividad desregulada de NF-κB lleva al desarrollo de 
diversos trastornos autoinmunes incluyendo artritis reumatoide, aterosclerosis, 
enfermedades inflamatorias del intestino, esclerosis múltiples y desarrollo de cáncer82. 
El sistema de señalización de NF-κB consiste en heterodímeros u homodímeros 
formados por 5 miembros: RelA (p65), RelB, cRel, NF-κB1 (p105/p50) y NF-κB2 
(p100/p52). Los diferentes complejos diméricos se expresan en cualquier tipo celular, 
siendo p65/p50 el dímero predominante en piel82. p65, RelB y c-Rel tienen un dominio 
de unión a DNA (dominio de homología Rel), y un dominio de transactivación a través 
del cual activan la transcripción de los genes. Por el contrario, p50 y p52 solo tienen un 
dominio de unión a DNA y carecen de un dominio de transactivación, por lo que p50 y 
p52 solo son capaces de promover la transcripción de genes si forman un 
heterodímero con p65, RelB, c-Rel o con el coactivador Bcl-3, que tiene un dominio de 
transactivación que cambia las propiedades de transcripción de p50 o p52, de un 
estado represor a un estado de activación83. 
Se han descrito 2 vías principales de activación de NF-κB: la vía canónica o 
clásica y la vía no canónica o alternativa (Figura 5). 
Las proteínas inhibidoras clásicas en el sistema de señalización de NF-κB, están 
formadas por la familia IκBs: IκBα, IκBβ, Bcl-3, IKKγ, IκBɛ y las proteínas precursoras 
p100 y p105.  En células no estimuladas, IκB se une a la secuencia de localización 
nuclear de los dímeros NF-κB, inhibiendo su translocación nuclear. Tras la 
estimulación celular, el complejo IκB quinasa (IKK) fosforila IκB, marcándolo para su 
ubiquitinación y consiguiente degradación vía proteosoma, liberando los dímeros NF-
κB y su translocación al núcleo82. 
30
 ___________________________________________________________ Introducción 
En la vía canónica de activación de NF-κB desempeña un papel esencial el 
complejo IκB quinasa (IKK) está formado por 2 subunidades catalíticas, IKKα e IKKβ, y 
una subunidad reguladora, IKKγ o NEMO. El complejo IKK está implicado en la 
activación de la vía NF-κB, por medio de la fosforilación de la familia de inhibidores 
IκB84. 
La vía canónica se activa mediante señales pro-inflamatorias como las citoquinas 
(IL-1β, TNF-α), moléculas asociadas a patógenos (PAMPs), lipopolisacáridos (LPS), 
receptores de células T y B (TCR y BCR, respectivamente). Tras la estimulación de 
estas señales, los receptores de la familia TNF, en este caso TRAF2 y TRAF6, con 
función ubiquitin ligasa K63, inducen la autoubiquitinación y ubiquitinación de proteínas 
dianas implicadas en la activación del complejo quinasa IKK (como NEMO), y la 
fosforilación de IKKα/β. La activación del complejo IKK conduce a la fosforilación, 
poliubiquitinación y degradación principalmente de IκBα, liberando los dímeros de NF-
κB que migran al núcleo y activan sus correspondientes genes diana82,85,86.  
La vía no canónica de activación de NF-κB está mediada por la participación de 
homodímeros de IKKα y del procesamiento de p100 y p105 (que actúan como 
inhibidores IκB). Los estímulos que activan la señalización no canónica incluyen β-
linfotoxina (LTβ), factor activador de células B (BAFF), ligando CD40 y el receptor del 
activador de ligando NF-κB (RANKL). La unión al receptor induce la activación de NIK, 
que activa un complejo formado por dímeros de IKKα; éste fosforila p100, lo que 
conduce a su proteólisis parcial, originando p52, la cual forma parte del herodímero 
p52/RelB87. 
La ubiquitinación de Bcl-3 en residuos K63 ha sido descrita como un mecanismo 
atípico de activación de NF-κB que se ha encontrado en querationocitos83. En ella, 
CYLD interacciona físicamente con Bcl-3 a través de una región específica que es 
diferente al dominio que media la unión a TRAF2 y a NEMO. CYLD inhibe la 
ubiquitinacion en K63 y la translocación nuclear de Bcl-3.  
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Figura 5. Principales vías de activación de NF-κB. La vía clásica (izquierda) se inicia principalmente 
tras la señalización por citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α) y la vía alternativa (en medio) a través de 
ligandos como LTα/β, CD40L o BAFF. Activacion de NF-κB por la ubiquitinacion de Bcl-3 (derecha). 
Imagen modificada de Ikeda 2006.  
3.1 NF-κB en el desarrollo tumoral 
La vía de NF-κB está constitutivamente activada en una gran variedad de tumores 
hematológicos y de tumores sólidos. Esta vía regula la expresión de numerosos genes 
implicados en distintos aspectos del proceso tumoral88,89. Así, promueve la 
proliferación celular (activa la transcripción de los genes Ciclina D1 y c-Myc); estimula 
la supervivencia celular (aumenta la expresión de factores anti-apoptóticos como Bcl-
2, Bcl-XL o proteínas inhibidoras de apoptosis c-IAP) y favorece la angiogénesis y la 
migración celular (induce la expresión de VEGF, de metaloproteasas MMP2/9 y 
moléculas de adhesión VCAM-1, ICAM-1). Además puede ser activada por vías 
oncogénicas como PI3K/Akt o Ras90 y por oncoproteínas virales. 
Muchos tumores están asociados a inflamación crónica91.  Recientemente 
diversos estudios genéticos han mostrado una asociación entre inflamación, activación 
de NF-κB y desarrollo tumoral, indicando que NF-κB puede tener un papel pro-
tumorigénico92–94. Utilizando diferentes modelos murinos de cáncer asociado a 
inflamación se ha observado que NF-κB promueve el desarrollo tumoral actuando a 
través de mecanismos diferentes en las células tumorales y en las células 
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inflamatorias asociadas al tumor. Por ejemplo, en un modelo de ratón de cáncer de 
colon asociado a colitis en el que se inactivó selectivamente IKKβ en enterocitos o en 
células mieloides, se demostró que la falta de activación de NF-κB contribuía a la 
promoción tumoral al suprimir la apoptosis de los enterocitos premalignos, mientras 
que en células mieloides estimulaba la producción de citoquinas que actúan como 
factores de crecimiento de los enterocitos tumorales92. Recientemente en el caso de 
algunos hepatocarcinomas y de tejido precanceroso de cirrosis (se estima que 
alrededor del 80 % de los hepatocarcinomas se desarrollan en pacientes que 
presentan cirrosis, con inflamación crónica del hígado) se ha detectado activación 
constitutiva de NF-κB. Se ha comprobado que el uso de inhibidores de NF-κB puede 
servir como agentes preventivos y terapéuticos de este tipo de lesiones95. En el caso 
de cáncer pulmonar se ha descrito que la inactivación de PTEN da lugar a una 
invasividad mayor de las células de cáncer de pulmón que está mediada por la 
activación de la vía PI3K/Akt/NF-κB, actuando en este caso también la activación de la 
vía de NF-κB como promotor de malignidad tumoral96. En el cáncer gástrico se ha 
encontrado que el incremento de la actividad de p50 en cáncer gástrico tiene efectos 
importantes en la proliferación y motilidad de las células tumorales, habiéndose 
encontrado en humanos que la homocigosis para un SNP (rs4648068 GG) de NF-
κB1(que conlleva el incremento de actividad transcripcional de p50) está asociado a 
mayor riesgo de desarrollar cáncer gástrico en la población china97. 
3.2 NF-κB en el desarrollo y progresión de los SCC cutáneos 
El papel de NF-κB en el desarrollo de tumores de piel es complejo, ya que exhibe 
tanto propiedades de supresor como de promotor tumoral en diferentes tipos 
celulares98 . Durante un tiempo se ha sugerido que la señalización de NF-κB ejercía 
en los queratinocitos, funciones principalmente supresoras del desarrollo de 
tumores62. Por ejemplo los ratones transgénicos que expresan en la piel las 
subunidades p50 y p65 y tienen activada la vía de NF-κB, presentan solo una o dos 
capas de queratinocitos en la epidermis y tienen impedido el crecimiento celular99. En 
línea con estos resultados se encontró que los ratones K5-IκBα que expresaban un 
mutante de IκBα dominante negativo, no fosforilable por el complejo IKK (y por tanto 
no degradable), y tenían inhibida la vía de NF-κB, presentaban una epidermis 
hiperplásica y desarrollaban espontáneamente cSCC62. Sin embargo, también se ha 
descrito el efecto contrario, así se ha visto que en ratones sometidos a carcinogénesis 
química de piel en dos pasos, DMBA/TPA (en los que se produce la mutación y 
activación del gen Ha-Ras y el desarrollo de papilomas),  la señalización de NF-κB 
dependiente de p65 promueve la formación de tumores de piel, demostrando además 
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que la inhibición de NF-κB impide tanto la iniciación como la promoción tumoral y la 
inducción de inflamación63. Otra observación a favor de la acción pro-tumoral de NF-
κB en los cSCC son los resultados que muestran que la actividad de NF-κB aumenta 
con la progresión tumoral en la carcinogénesis de ratón100. 
4. Gen Cyld  (Cilindromatosis)
El gen Cyld se localiza en el cromosoma 16q12-q13 en humanos, está formado 
por 20 exones y codifica para una proteína de 107Kda101,102. La secuencia proteica de 
CYLD presenta 2 dominios esenciales: en el extremo N-terminal se localizan 3 
dominios CAP-Gly (secuencias ricas en residuos de glicina) que interaccionan con 
miembros de la familia TRAF, IKKγ y Bcl-3 (proteínas implicadas en la activación de la 
vía NF-κB), en el extremo C-terminal se encuentra el dominio catalítico USP (proteasa 
específica de ubiquitina) con función desubiquitinasa (DUB)102–105 (Figura 6). 
La ubiquitinación es una modificación post-transcripcional de las proteínas, en la 
que se produce la unión covalente de una o varias moléculas de ubiquitina por medio 
de residuos de lisina y metionina. Es un proceso inducible y reversible que regula la 
estabilidad, función y localización de las proteínas. Este mecanismo molecular está 
bajo el control de enzimas ubiquitinasas y desubiquitinasas. La unión de las moléculas 
de ubiquitina puede realizarse en residuos metionina 1(M1), lisina 6 (K6), K11, K27, 
K29, K33, K48 y K63.  Cuando la ubiquitinación se produce en el residuo K48, la 
proteína es marcada para su degradación vía proteosoma, mientras que la 
ubiquitinación en el residuo de K63 participan en diversos procesos celulares, como 
son: transducción de señal, respuesta inmune, control del ciclo celular, endocitosis, 
reparación de DNA, presentación de antígeno, apoptosis y transporte vesicular. La 
eliminación de ubiquitinas o cadenas de poliubiquitina de la proteína diana es 
catalizada por enzimas DUBs, como CYLD.  En los últimos años, diversos trabajos 
moleculares, in vitro e in vivo, han proporcionado una mayor comprensión de cómo 
CYLD regula diferentes vías de señalización, tanto en condiciones normales como 
patológicas, a través de su función catalítica DUB105–111.  
La expresión de la proteína CYLD es ubicua, se localiza en el citoplasma y en la 
región perinuclear de múltiples tipos de células. A diferencia de otras DUBs, CYLD se 
expresa constitutivamente, aunque a niveles basales bajos, en un gran porcentaje de 
células, siendo las células inmunes las que expresan niveles más altos. CYLD se ha 
detectado en: cerebro, testículos, músculo esquelético, placenta, leucocitos, hígado, 
corazón, riñón, bazo, ovario, pulmón, próstata, intestino, etc102. En la piel humana, 
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CYLD se expresa en la epidermis interfolicular y en los anejos de la piel (folículos 
pilosos y glándulas)101. 
Figura 6. Representación esquemática de los dominios funcionales de CYLD. Se indican los sitios de 
interacción con las proteínas TRAF2 y NEMO (IKKγ), un sitio de fosforilación en serina 418 y el dominio 
catalítico con función DUB. Imagen adaptada de Xiao 2011. 
5. CYLD: Supresor tumoral de los tumores de los anejos de la piel
El gen CYLD fue originalmente identificado como un gen mutado en la 
cilindromatosis familiar (CF), enfermedad autosómica dominante, que predispone a los 
pacientes al desarrollo de tumores benignos (cilindromas) derivados de anejos de la 
piel. Los cilindromas comienzan a aparecer en la segunda o tercera década de la vida, 
aumentando en número y tamaño con la edad; se localizan principalmente en la 
cabeza y el cuello (aproximadamente el 90% de los casos). La CF es una enfermedad 
rara, con penetrancia variable y que afecta con mayor frecuencia a las mujeres que a 
los hombres (2 a 1). El desarrollo de muchos tumores en el cuero cabelludo conduce a 
menudo a la formación de una masa tumoral  confluente, por lo que a este tipo de 
tumores se les ha denominado también tumores en turbante. Después se comprobó 
que existían otras dos enfermedades que eran originadas por mutaciones en el mismo 
gen, CYLD, y que se caraterizaban también por el desarrollo de tumores derivados de 
los anejos de la piel, son el Tricoepitelioma familiar múltiple (TFM), que da lugar a la 
formación de tricoepilteliomas múltiples, y el síndrome de Brooke-Spiegler (BSS, en el 
que los pacientes desarrollan cilindromas, tricoepiteliomas y espiradenomas). BSS, CF 
y TFM se describieron originalmente como entidades clínicas distintas, pero ahora se 
consideran como variantes que representan un espectro fenotípico de una misma 
enfermedad112, por eso estas enfermedades son también conocidas como el síndrome 
cutáneo de CYLD. Los cilindromas pueden aparecer además de manera esporádica, 
debido a mutaciones de novo, ya sea en la línea germinal o somática. En general,  
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estos tumores (cilindromas, tricopeiteliomas,espiradenomas) son benignos, aunque 
se han descrito casos en los que pueden malignizar y llegar a metastatizar102,113–
115
. Hasta ahora se han identificado aproximadamente 95 mutaciones diferentes en el 
gen CYLD que causan el desarrollo de BSS, cilindromatosis familiar (CF) y 
tricoepitelioma familiar múltiple (MFT). La mayoría de los cambios mutacionales son 
debidos a inserciones o delecciones de nucleótidos (48%), o mutaciones sin sentido 
(27%). La mayoría de las mutaciones se encuentran en el dominio carboxilo terminal, 
entre los exones 9-20. El análisis genético de los tumores de la piel de cilindromatosis, 
reveló que el alelo silvestre heredado de los padres que no porta la mutación se pierde 
por heterocigosidad (LOH), característica de los genes supresores tumorales112. 
6. Mecanismos a través de los que actúa CYLD
6.1 CYLD regula negativamente la vía de señalización NF-κB 
El primer mecanismo por el que se encontró que CYLD ejercía su función 
supresora tumoral era por inhibir la activacion de NF-κB. Diferentes grupos han 
demostrado, que la proteína CYLD está implicada en la regulación negativa de NF-κB, 
por la desubiquitinación de diferentes sustratos de la vía como son NEMO, TRAF2, 
TRAF6, TRAF7, RIP1, TAK1 y Bcl-3. CYLD se une directamente a estas proteínas 
eliminando las cadenas de ubiquitina en residuos K63, lo que conlleva la inhibición del 
complejo IKK y la estabilización del inhibidor IκB, por lo que los dímeros de NF-κB 
quedan retenidos en el citoplasma y se impide la activación de NF-κB116–119. De modo 
que la inactivación de CYLD resulta en la activación constitutiva de la vía de NF-κB. 
6.2 CYLD regula negativamente la vía de JNK y otras vías de señalización 
Posteriormente se ha demostrado que CYLD regula negativamente otras vías, por 
ejemplo, la señalización de JNK (c-Jun N-terminal Kinase), que desempeña una 
función crítica como mediador de la supervivencia celular. Esta función de CYLD está 
de acuerdo con su actividad DUB de TRAF (común a la vía de NF-κB y de JNK).  De 
modo que la inhibición de CYLD resulta en el aumento de la ubiquitinación de TRAF2 
y en la activación de JNK120.  
CYLD regula además otras vías de señalización como la vía de Wnt/β-catenina, 
ya que se observó que la pérdida de CYLD impedía la desubiquitinación  de Dvl en 
residuos K63,  aumentando de esta manera la acumulación nuclear de β-catenina 
36
 ___________________________________________________________ Introducción 
inducida por Wnt121; también inhibe la señalización de p38MAPK; del factor de 
crecimiento transformante β (TGF-β)122,123, de Hippo y Notch124,125; CYLD interacciona 
además con Bcl-3 impidiendo su translocación nuclear en queratinocitos y 
melanoma83,105.  
7. Regulación de CYLD y funciones fisiológicas conocidas de CYLD
7.1 Regulación de CYLD 
La regulación de CYLD, como corresponde a un efector de la desubiquitinación en 
residuos en K63, es compleja. La expresión de CYLD puede ser regulada a nivel 
transcripcional y post-transcripcional, siendo las modificaciones post-transcripcionales 
las que desempeñan un papel más crítico en su regulación (Figura 7). La transcripción 
de CYLD puede ser reprimida por metilación del DNA, por desacetilación de histonas y 
por el reclutamiento directo del represor transcripcional Snail105,126; también Gli1,  Lef1 
y Hes1/Notch1 inhiben  la expresión de CYLD127. Se demostró que las especies 
reactivas de oxígeno regulaban negativamente también la transcripción de Cyld128. La 
unión de BAF57 al promotor de Cyld modifica la estructura de la cromatina, 
promoviendo su transcripcion129. A nivel post-transcripcional se ha descrito que CYLD 
puede ser fosforilado por IKKα, IKKβ y, más eficientemente por IKKε106,130, como 
consecuencia de ello pierde su actividad DUB. CYLD puede ser regulado por suero a 
través de la activación del factor de respuesta a suero (SRF) y de MAPK131. También 
puede ser regulado por rotura proteolítica, por ejemplo por Caspasa 8, dando lugar a 
la generación de señales de supervivencia, mientras que la pérdida de Caspasa 8 se 
ha comprobado que previene la degradación de CYLD, produciendo la muerte por 
necrosis132. CYLD también puede ser regulado por la unión directa de miRNAs, por 
ejemplo, miR-21, miR-181b (activados por STAT3)  inhiben CYLD dando lugar a la 
activación de NF-κB133. CYLD puede además ser ubiquitinado y marcado así para su 
degradación por la vía del proteosoma134.  
Hay pocas evidencias que indiquen  la regulación de la expresión de CYLD por 
agentes farmacológicos, pero se piensa que se podrían  regular indirectamente sus 
niveles mediante agentes que actúen sobre factores que regulan la expresión de 
CYLD,  como inhibidores de quinasa y agentes que inhiban la inflamación128. 
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Figura 7. Regulación de CYLD. Imagen representativa de la regulación de CYLD a nivel transcripcional y 
post-transcripcional. Imagen de Mathis 2015. 
7.2 Funciones de CYLD 
De acuerdo con las diferentes vías de señalización en las que interviene CYLD, se 
le han atribuido diferentes funciones celulares, y se han descrito numerosos sustratos 
de CYLD,  como se ilustra en la Figura 8. 
CYLD regula la proliferación y ciclo celular: la  asociación CYLD-Bcl-3 conduce a 
una reducción significativa de la  polubiquitinación de Bcl-3 en K63, un proceso 
importante para la translocación nuclear  de Bcl-3 y la inducción de Ciclina D1135. La 
interacción directa entre CYLD y HDAC6 conduce a la inactivación de HDAC6, que a 
su vez eleva los niveles totales de acetilación de α-tubulina, lo que provoca un retraso 
en la fase de citocinesis de la mitosis136,137. La desubiquitinación de PLK1 por CYLD 
promueve la división celular y es necesaria para la entrada en mitosis138. 
Supervivencia y apoptosis: La eliminación de las cadenas de poliubiquitina en 
residuos K63 de TRAF2, TRAF6 o NEMO por CYLD atenúa la señalización de la vía 
clásica de NF-κB inducida por TNF-α, y conduce a la muerte celular programada116–118. 
Además, CYLD aumenta la supervivencia celular por desubiquitinar a TRAF2, lo que 
conduce a la activación de JNK120. Una interacción directa entre TRIP y CYLD es 
necesaria para la regulación negativa de la actividad de NF-κB después de haberse 
producido la estimulación por TNF-α y la consiguiente supervivencia celular119.  
Inflamación: CYLD regula negativamente la inflamación inducida por patógenos y 
la señalización de NF-κB mediante la desubiquitinación de TRAF6 y TRAF7139. 
Desarrollo y activación de linfocitos T: la desubiquitinación de TAK1 mediada 
por CYLD previene la activación espontánea de TAK1 y su señalización. Esta 
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actividad evita la inflamación sostenida140. La desubiquitación de LCK mediada 
por CYLD (aunque en este caso en residuos K48) bloquea la señalización de TCR141. 
Respuesta antiviral: CYLD puede regular negativamente las respuestas antivirales 
innatas a través de la desubiquitinación de RIG-I142,143. 
Espermatogénesis: CYLD desubiquitina RIP1 en células germinales y bloquea la 
expresión aberrante de genes de supervivencia a través de la señalización de NF-
κB144,145. 
Figura 8. Los sustratos de CYLD y sus funciones. Esquema representativo de las diferentes funciones 
adscritas a CYLD. Imagen modificada de Massoumi 2010. 
8. Función supresora tumoral de CYLD en otros tipos tumorales
Además de su función como supresor tumoral de cilindromas, tricoepiteliomas y 
espiradenomas; en los últimos años, diversos estudios genéticos asocian la pérdida de 
funcionalidad de CYLD con diferentes cánceres no cutáneos de gran prevalencia en la 
población, entre ellos: mieloma múltiple, colon, pulmón, riñón, hígado, mama, 
estómago, melanoma y carcinoma cervical. En estos tipos de cáncer, se ha 
demostrado la disminución de la expresión de CYLD, ya sea debida a mutaciones 
somáticas o silenciamiento del gen146,147. 
CYLD actúa como promotor de los hepatocarcinomas (HCC). En el hígado 
(humano y murino) CYLD se expresa tanto en  hepatocitos como en las células no 
parenquimatosas de Kupffer y las células estrelladas hepáticas (HSC). Se ha descrito 
que CYLD contribuye a la homeostasis hepática y a la restauración de las lesiones  del 
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hígado, de modo que las mutaciones o la interrupción de la actividad de CYLD en 
animales agrava las lesiónes hepáticas agudas y crónicas y promueve el desarrollo y 
la progresión del cáncer hepatocelular. Este efecto está mediado por la activación de 
vías pro-inflamatorias, pro-fibrogénicas y pro-oncogénicas148. En concreto, se ha 
encontrado que en la fase de iniciación del desarrollo de HCC los ratones deficientes 
en CYLD sufren la activación prolongada de JNK, que a su vez facilita la apoptosis de 
los hepatocitos; aunque después, durante la progresión de HCC, la deleción de CYLD 
causa un aumento en la tasa de proliferación de las células cancerosas mediado por la 
activación de AP-1 y de la expresión de Ciclina D1 y c-Myc. Se ha encontrado 
reducción o pérdida de la expresión de mRNA CYLD en líneas celulares de HCC y en 
hepatocarcinomas humanos149.  
En el caso del carcinoma de colon, también se ha descrito la inhibición de la 
expresión de CYLD en líneas celulares, así como en biopsias de cáncer de colon de 
pacientes149. Además la reducción de la expresion de mRNA de CYLD ocurre también 
en pacientes con Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, siendo esta última un factor 
de riesgo para el cáncer colorrectal, por lo que se ha sugerido que la expresión 
reducida de CYLD puede predisponer a los pacientes con colitis ulcerosa a desarrollar 
carcinoma de colon. En este tipo de cáncer y en el melanoma el reclutamiento directo 
de un represor transcripcional como SNAIL, HIC1 o ZNF202 al promotor de CYLD se 
ha propuesto que causan la represión de CYLD146.  
En el melanoma también se ha detectado represión de la expresión de CYLD, por 
lo que el proto-oncogén Bcl-3 no puede ser desubiquitinado y transloca al núcleo, 
donde activa los promotores de Ciclina D1 y Cadherina N, que finalmente promueven 
la proliferación e invasión de las células de melanoma126. 
También se ha sugerido que CYLD desempeña un papel importante en la génesis 
del cáncer de pulmón del tipo no microcítico, también denominado cáncer pulmonar de 
células no pequeñas (NSCLC, del inglés non small cell lung cancer). Estos son el tipo 
más común de cánceres de pulmón y comprende tres subtipos: carcinoma escamoso 
o epidermoide,  adenocarcinoma y carcinoma de células grandes. Se ha encontrado 
que en este tipo tumoral la expresión de CYLD está inhibida y esta inhibición se 
produce por mecanismos epigenéticos150. Se ha comprobado además que la 
sobreexpresión de CYLD contribuye a la muerte de las células tumorales de cáncer de 
pulmón151.  
En el cáncer de próstata se ha descrito también la inhibición de la expresión de 
CYLD152. Tanto en el caso del cáncer de pulmón como en el de próstata, se ha 
encontrado que los mecanismos que median el silenciamiento de CYLD son la 
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metilación del promotor CYLD y la desacetilación de histonas, que inducen la 
represión transcripcional del gen de CYLD. 
En el caso del cáncer de mama, se ha detectado que IKKε está amplificado y 
sobreexpresado en más del 30% de los tumores, y se ha encontrado que el 
mecanismo potencial por el cual IKKε induce tumorigénesis de mama es a través de la 
inactivación de CYLD como consecuencia de la fosforilación  de CYLD por IKKε130.  
En el cáncer de cabeza y cuello y en el cáncer cervical, la polubiquitinación de 
CYLD a través de K48 mediada por el virus del papiloma humano marca a CYLD para 
su degradación por el proteasoma, lo que promueve la progresión de estos tipos 
tumorales146.  
Además de la pérdida de heterocigosidad (LOH) que se observa en los tumores 
del síndrome cutáneo de CYLD (cilindromas, tricoepiteliomas y espiradenomas), se ha 
encontrado que la LOH de CYLD, debido a mutaciones en el gen Cyld o a deleciones 
cromosómicas, conduce al desarrollo de mieloma múltiple, tumores de las glándulas 
salivales y carcinoma de células renales146. 
Además de estas alteraciones  en la regulación de la expresión de CYLD que se 
han descrito en distintos tipos de tumores humanos y que pueden ser responsables 
del desarrollo y la progresión tumoral, recientemente se han encontrado mutaciones 
somáticas  en el gen Cyld en diversos cánceres en pacientes. Entre los tipos 
tumorales que presentan una  tasa de mutación de CYLD ≥3% se incluyen: el 
carcinoma endometrial (o uterino) (5,2%, 13/248 casos); el carcinoma de células 
escamosas de pulmón (4,5%, 8/177 casos); adenocarcinoma gástrico (3,8%, 15/395 
casos), adenocarcinoma pulmonar  (3%, 7/230 casos); SCCs de cabeza y cuello 
(2,9%, 8/279 casos). Otros 14 tipos de cánceres portan mutaciones somáticas de 
CYLD a tasas de ~1-3%, como son cáncer de piel, esófago, colon, glioma, páncreas, 
hígado, colangiocarcinoma intrahepático, cáncer de pulmón de células pequeñas, 
linfoma de células B grandes, timoma, carcinoma de células renales, mieloma múltiple, 
melanoma uveal y glioblastoma153. Curiosamente, dos de las mutaciones en línea  
germinal de CYLD (S371* y R758*) encontradas en los pacientes con síndrome 
cutáneo de CYLD se detectan también en los tumores de cabeza y cuello, pulmón y 
estómago, aunque la función de  estas mutaciones de CYLD en estos tumores sólidos 
no ha sido estudiado todavía. En conjunto, estos datos sugieren que las alteraciones 
de CYLD pueden participar en la tumorigénesis de muchos cánceres humanos. 
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9. Función de CYLD en el cáncer de piel no melanoma
Mientras que la función de CYLD en el desarrollo y la progresión de los BCCs está 
bien definida, la participación de CYLD en el origen de los cSCC y en su progresión y 
metástasis ha sido menos estudiada o no se ha abordado hasta el momento. Y en los 
casos en que se ha hecho, se han obtenido resultados diferentes. 
9.1 CYLD en Carcinomas de células basales (BCCs) 
La expresión de CYLD en los BCCs está altamente inhibida (tanto a nivel de 
mRNA como de proteína) comparada con la que se detecta en los queratinocitos. Esta 
reducción en la expresión de CYLD es el resultado del reclutamiento del regulador 
transcripcional Snail al promotor del gen Cyld. A su vez la expresión de Snail es 
inducida por GLI1. Dado que la regulación negativa de CYLD o incluso su pérdida de 
expresión se observó desde  las primeras fases del desarrollo de los BCCs (también 
en muestras de tumores de  pacientes con diferentes grado de comportamiento 
invasivo) y se ha sugerido que la represión de CYLD ocurre en etapas tempranas del 
desarrollo de los BCCs154. 
9.2 CYLD en Carcinoma de células escamosas (SCC) 
Se han realizado intentos de estudiar la función de CYLD en el desarrollo y 
progresión de los tumores más agresivos del CPNM, los cSCC. Para ello se han 
utilizado modelos de ratones transgénicos, que son o bien deficientes en CYLD o bien 
expresan una forma catalíticamente inactiva de CYLD que carece de su función DUB. 
Sin embargo los resultados que se han obtenido han sido completamente diferentes, lo 
que hace pensar que se necesita un modelo diferente de aproximación a estos 
estudios. Es lo que hemos realizado en el presente trabajo. 
A diferencia de lo que ocurre en los BCCs, en los cSCC no se han encontrado 
cambios significativos en los niveles de expresión de CYLD en comparación con el de 
los queratinocitos; además, en los tumores cutáneos inducidos químicamente 
utilizando DMBA/TPA en ratones deficientes en CYLD dio como resultado el desarrollo 
de papilomas cutáneos benignos, sin signos de cSCC83. Es la inactivación catalítica de 
CYLD en la piel la causa que se considera que provoca la conversión de células 
epidérmicas no tumorales a células malignas. En los papilomas desarrollados por los 
ratones deficientes en CYLD por tratamiento de la piel con DMBA/TPA se ha 
detectado un aumento en la localización nuclear de Bcl-3 y p52 así como un 
incremento en la expresión de Ciclina D1, que explicarían el crecimiento de los 
papilomas. Es interesante señalar que en estos ratones no se observó el crecimiento 
espontáneo de ningún tipo tumoral83. En otro estudio se generaron ratones que 
42
 ___________________________________________________________ Introducción 
expresaban bajo el promotor de la queratina K14 una forma mutante de CYLD 
catalíticamente inactiva (carente de 21 residuos de aminoácidos en el extremo C-
terminal), los ratones K14-CYLDmut. Estos animales no desarrollaron 
espontáneamente ningún tumor (ni de piel, ni de otros órganos); la exposición de los 
ratones CYLDmut a DMBA/TPA resultó en el desarrollo de papilomas que 
progresaban a neoplasias malignas, cSCC, con metástasis en nódulos linfáticos por 
un mecanismo que implicaba la activación de JNK/AP1. En esta vía, CYLDm aumentó 
los niveles basales de c-Jun y c-Fos, de modo que se sugirió que el aumento de c-
Jun/c-Fos era responsable del desarrollo de los cSCC asociados con la pérdida de la 
función DUB en el gen CYLD135. Se ha generado un tercer modelo de ratones 
transgénicos que expresan también una forma mutada de CYLD, sin actividad DUB, 
los ratones K14-CyldE∆9/∆942. A diferencia de los otros dos modelos, que no 
presentaban ningún fenotipo, estos ratones presentan anomalías en el pelo e 
hiperplasia de las glándulas sebáceas. El tratamiento tópico con DMBA/TPA, mostró 
que los ratones K14-CyldE∆9/∆9 desarrollaban principalmente tumores sebáceos y 
basaloides, en vez de los papilomas que se obtienen comúnmente en este tipo de 
carcinogénesis química de piel. El análisis molecular de los tumores reveló un 
incremento en la  ubiquitinacion de TRAF6 y de c-Myc (K63-Ub) y así como un 
aumento de c-Myc activado (fosforilado), que serían los responsables de la 
carcinogénesis en los ratones K14-CyldE∆9/∆9.  
Es decir que los estudios realizados hasta la fecha sobre la implicacion de CYLD 
en el desarrollo de SCC cutáneos han mostrado que la deficiencia de CYLD en 
ratones transgénicos origina, en tratamientos con DMBA/TPA, papilomas benignos; y 
en ratones con CYLD carente de función DUB, este tratamiento origina el desarrollo 
de cSCC en un modelo y de tumores basaloides y sebáceos, benignos, en otro. En 
ninguno de los tres modelos los ratones desarrollan tumores de forma espontánea, 
como ocurre en los pacientes de CH y en otros que, como se ha comentado, 
presentan represión o mutación de Cyld.  
10. Envejecimiento.
El envejecimiento constituye un proceso que aparece como consecuencia de la 
acción del tiempo sobre los seres vivos, por el cual se produce un detrimento 
progresivo de las funciones fisiológicas, pérdida de la homeostasis, y la disfunción de 
tejidos y órganos, lo que supone la disminución de la capacidad de adaptación en 
cada uno de los órganos, aparatos y sistemas, así como de la capacidad de respuesta 
a los agentes lesivos que inciden en el individuo. Como consecuencia se incrementa la 
vulnerabilidad y se acumulan lesiones subletales que pueden conducir a la muerte. Ha 
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sido considerado un proceso multifactorial y complejo, que contempla aspectos 
genéticos y ambientales. El envejecimiento de la población representa uno de los 
principales problemas para las autoridades en salud pública en todos los países. En 
España hay unos 8 millones de personas mayores de 65 años, lo que representa un 
17,5% de la población total y según las previsiones, en 2050 este número ascenderá 
hasta sobrepasar los 16 millones de personas. Por el contrario, para esas fechas, los 
menores de 65 sumarán unos 27 millones de la población total (respecto a los 38 que 
representan actualmente). El envejecimiento demográfico afecta a España, pero 
también a los principales países de Europa occidental y al resto del mundo.  
10.1 Factores que influyen en el envejecimiento 
Se han descrito diferentes rutas bioquímicas que influyen sobre la longevidad de 
muchas especies animales, desde moscas y gusanos hasta ratones y hombres. 
Muchas de estas rutas giran alrededor de una serie de eslabones comunes, 
incluyendo el factor de crecimiento a la insulina IGF-1, proteínas con actividad 
quinasa, entre ellas Akt y mTOR, factores de transcripción de la familia FOXO, 
enzimas modificadoras de la cromatina como las sirtuínas, o componentes de la 
cadena de transporte electrónico mitocondrial, avalando la idea de que todos ellos 
desempeñan funciones decisivas en el mantenimiento de la homeostasis celular. Se 
han establecido también conexiones moleculares entre los procesos de senescencia 
celular y el envejecimiento global de órganos y tejidos. Una clave fundamental para 
estos hallazgos ha sido el progreso en el estudio de las bases moleculares del cáncer, 
el cual posee muchas conexiones moleculares con el envejecimiento. 
Entre los factores que se consideran más relevantes en el proceso de 
envejecimiento o en la protección frente al envejecimiento se encuentran:  
- El daño en el DNA nuclear y los errores en los mecanismos de respuesta y 
reparación frente al daño genético, actúan como causa directa del envejecimiento. A 
menos que sea reparado, el daño en el DNA puede conducir a una mutación y/u otras 
consecuencias celulares que pueden ser deletéreas. Existen muchos factores que 
dañan el DNA: fuentes externas, tales como la radiación ionizante y los fármacos 
genotóxicos, y otras fuentes que se encuentran en las propias células, tales como los 
errores de replicación, los cambios químicos espontáneos en el DNA, programas del 
desarrollo y agentes que dañan el DNA155. Entre estos factores que dañan el DNA, se 
puede destacar la producción de las especies reactivas de oxígeno. La producción de 
ROS puede causar la peroxidación lipídica, daño a proteínas, y varios tipos de 
lesiones del DNA, contribuyendo al envejecimiento156. 
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- Daño en el DNA mitocondrial. Las mutaciones del DNA mitocondrial se acumulan 
progresivamente durante la vida y son directamente responsables de la deficiencia en 
la actividad de la fosforilación oxidativa celular, permitiendo incrementar la producción 
de ROS157.  
- Las sirtuínas son una familia de proteínas histona desacetilasas (HDACs) de 
clase III dependientes de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+), que han sido 
relacionadas, principalmente Sirt1, con una protección contra enfermedades asociadas 
al envejecimiento como el cáncer, diabetes, enfermedades cardiovasculares y 
neurodegenerativas, gracias a una variedad de mecanismos que incluyen la regulación 
de la respuesta al estrés, la apoptosis y la reparación del DNA158. En este contexto, se 
ha propuesto que la restricción calórica, dentro de unos parámetros saludables, 
aumenta la esperanza de vida por activar a las sirtuínas ya que en esta situación, el 
metabolismo anaerobio se ve reducido mientras que el aerobio se ve incrementado, lo 
que conlleva el incremento del ratio NAD+/NADH y la actividad de las sirtuínas159,160. 
Igualmente, el resveratrol (polifenol que se encuentra en las uvas y en el vino tinto), 
puede prevenir la progresión de varias enfermedades como el cáncer, las 
enfermedades cardiovasculares, la artritis, etc, además de alargar la vida en varios 
organismos desde la levadura a los vertebrados, como resultado de la activación de 
SIRT1161.  
- Las proteínas FOXO, subgrupo de la familia Forkhead de factores de 
transcripción, se caracterizan por un dominio conservado de unión al DNA (la 
«Forkhead box», o FOX) y cuenta con más de 100 miembros en los seres humanos, 
que se clasifican de FOXA a FOXR.  Los miembros de la clase «O» son mediadores 
evolutivamente conservados de señalización de la insulina y del factor de crecimiento 
insulínico IGF-1 y son reprimidos por la vía de señalización insulina/PI3K/Akt. En las 
moscas, la sobreexpresión de dFOXO es suficiente para aumentar la longevidad162, y 
en mamíferos se ha sugerido también que los factores FOXO podrían estar 
involucrados en la longevidad, ya que los ratones que carecen del receptor de la 
insulina o del receptor de IGF-1, pueden vivir hasta un 30% más que los ratones 
control163. 
10.2 Papel de los supresores tumorales en el envejecimiento 
Como se ha comentado, el envejecimiento va asociado a múltiples enfermedades 
y discapacidades, y el cáncer es una de ellas, siendo de las principales causas de 
morbilidad y mortalidad. La relación entre cáncer y envejecimiento es bien conocida 
desde hace décadas. Pese a encontrarse personas jóvenes que han desarrollado 
algún tipo de cáncer, el mayor factor de riesgo para el desarrollo de una enfermedad 
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neoplásica es la edad, como lo indica el hecho de que la incidencia de cáncer aumenta 
de manera exponencial conforme se incrementa la edad. El deterioro en la función 
inmunitaria, junto con la pérdida de genes supresores de tumores, se ha propuesto 
como una de las principales causas asociadas con este fenómeno. 
En los últimos años se ha encontrado que los genes supresores tumorales, 
además de ser esenciales para prevenir el desarrollo de cáncer,  pueden estar 
actuando de un modo más general como mecanismos de defensa frente a distintos 
tipos de daño evitando el envejecimiento. Así, existe evidencia del efecto protector 
contra el cáncer y el envejecimiento de los cuatro principales genes supresores 
tumorales Pten, Ink4a, Arf y p53. 
El locus Ink4/Arf codifica dos miembros de la familia Ink4 de inhibidores de ciclina-
dependientes de quinasa, p16 Ink4a y p15 Ink4b, y la proteína no relacionada, p19Arf.  Éste 
es uno de los locus más frecuentemente inactivados en tumores humanos, lo que 
refleja su papel central en la prevención del desarrollo del cáncer. Los tres productos 
del locus participan en las respuestas anti-proliferativas celulares clave, como son la 
senescencia y la apoptosis. Las proteínas p16Ink4a y p15Ink4b inhiben la actividad de las 
quinasas Cdk4,6/cycD, promoviendo la parada proliferativa mediada por Rb; mientras 
que p19Arf inhibe la ubiquitina ligasa Mdm2, promoviendo así la estabilización de 
p53164. Se comprobó que el aumento de la dosis del gen Ink4/Arf en ratones 
transgénicos producía un retraso en el envejecimiento y una prolongación de la 
longevidad. Estos animales presentaban además una mayor protección contra el 
cáncer165.  En el caso de Ink4a,b, su actividad anti-envejecimiento se debe a su 
capacidad de oponerse a la sobre-estimulación mitogénica, evitando así el 
agotamiento innecesario del potencial proliferativo, particularmente de las células 
progenitoras y de las células madre. En el de Arf, su actividad anti-envejecimiento está 
mediada por p53, incluyendo su efecto antioxidante y, también, su capacidad de 
disminuir la tasa de proliferación. En este caso se observó que la protección frente al 
cáncer y al envejecimiento eran actividades separables del locus Ink4 /Arf164. 
El supresor tumoral p53 es un factor de transcripción que se expresa de forma 
ubicua en todos los tipos celulares en estado inactivo, latente, y se activa sólo cuando 
existe daño celular. Este gen es crítico en la prevención del cáncer, es el supresor 
tumoral más frecuentemente mutado en tumores humanos de diferentes tipos 
(aproximadamente en el 50% de los casos). Su acción supresora tumoral es debida a 
su capacidad de detener la proliferación y provocar la muerte celular tras producirse 
daño en el DNA y por estrés oncogénico. Estos efectos producen beneficios en el 
organismo, sin embargo, un exceso de la función p53 podría eventualmente traducirse 
en un comienzo prematuro de envejecimiento. En este sentido se han realizado 
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diversos estudios que han revelado un papel dual de p53 en el envejecimiento que 
parece depender de la intensidad de su actividad.  Por un parte se han generado 
ratones transgénicos que portan una mutación del gen p53 que da lugar a una 
proteína truncada (un fragmento carboxi-terminal de p53). Esta mutación confiere 
fenotipos consistentes con p53 activado en lugar de p53 inactivado. Los ratones 
mutantes (p53+/m) presentan mayor resistencia a la formación de tumores 
espontáneos, aunque a medida que envejecen, presentan una aparición temprana de 
fenotipos asociados con el envejecimiento166, lo que sugiere que p53 
constitutivamente activo podría provocar el envejecimiento acelerado de los 
organismos. Sin embargo, el estudio de los ratones transgénicos que llevan copias 
extra de p53 (además de las endógenas), los ratones “Super p53”, están protegidos 
de manera significativa frente al desarrollo de cáncer y no muestran ninguna señal de 
envejecimiento prematuro167. Por tanto, estos resultados sugieren que el papel de p53 
en el envejecimiento es complejo y parece depender de la intensidad de su actividad. 
Así, se ha descrito también que un aumento modesto de la actividad de Arf/p53 tiene 
actividad anti-envejecimiento164, por lo que p53 podría ser beneficioso o perjudicial 
para el envejecimiento en función de su intensidad y su regulación168.  
Pten es un gen frecuentemente mutado en tumores humanos. La proteína se 
expresa de forma ubicua en todos los tipos celulares. Las mutaciones de Pten que 
inactivan su actividad enzimática conducen a una mayor proliferación celular, 
reducción de la muerte celular y el desarrollo tumoral. La función más destacada de 
PTEN es contrarrestar la actividad de fosfatidilinositol 3-quinasa tipo I (PI3K)169, que 
media señales desencadenadas por la insulina y otras moléculas involucradas en el 
crecimiento celular, metabolismo, supervivencia y proliferación. La activación de PI3K 
es seguida por la activación de Akt, que a su vez desencadena una cascada compleja 
de eventos que incluyen la inhibición de los factores de transcripción de FOXO. 
Mediante la generación de un modelo de ratón que sobreexpresa PTEN bajo sus 
propios elementos reguladores se ha comprobado que un modesto aumento sistémico 
en la actividad de PTEN prolonga la longevidad en ratones: PTEN regula 
positivamente el gasto energético, lo que supone una protección sistémica contra el 
daño metabólico, incluyendo la resistencia a insulina asociada al envejecimiento, de 
modo que los ratones que sobreexpresan PTEN están protegidos contra el daño 
metabólico y el cáncer164,170. 
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10.3 Papel de NF-κB en el envejecimiento 
Estudios retrospectivos sugieren que el mantenimiento del estado envejecido 
requiere de programas activos de señalización. Hay numerosas evidencias que 
demuestran que la actividad de NF-κB desempeña una función central como motor del 
envejecimiento, mostrando un papel integrador de señales celulares y sistémicas que 
causan inflamación crónica. 
Hay numerosos estudios que han mostrado un aumento de la actividad de NF-κB 
con el envejecimiento; por ejemplo, los fibroblastos humanos de individuos 
envejecidos y de pacientes con síndrome de progeria de Hutchinson-Gilford presentan 
sobreactivación de NF-κB171,172. La unión del DNA a NF-κB está aumentada en la piel, 
el hígado, el riñón, el cerebelo, el músculo cardíaco y la mucosa gástrica de los 
ratones de edad avanzada173–175. Y lo que es muy relevante, en experimentos de 
patrones de expresión génica, NF-κB ha sido identificado como el factor de 
transcripción más asociado con el envejecimiento en mamíferos172.  
La activación crónica de NF-κB se observa además en numerosas enfermedades 
asociadas con el envejecimiento176, incluyendo atrofia muscular177, procesos de 
arterosclerosis y desarrollo de calcificación vascular por un mecanismo dependiente 
de ATM178, osteoporosis179, enfermedades cardíacas180, fenotipos renales de 
envejecimiento181, diabetes tipo 1 y tipo 2182, osteoartritis183; también se han asociado 
alteraciones en NF-κB con una importante contribución de la inflamación en 
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer y la 
enfermedad de Parkinson184–186.  
Sin embargo, estos estudios no demuestran una relación causal entre la 
activación de NF-κB y el envejecimiento. Lo que ha demostrado que la activación 
constitutiva de NF-κB promueve el envejecimiento han sido los estudios en los que la 
inhibición genética o farmacológica de NF-κB producen un rejuvenecimiento y la 
reversión de patologías en organismos envejecidos; incluso cuando las estrategias de 
intervención por bloqueo de NF-κB se aplican en edades tardías. De esta manera se 
prueba además que la activación de esta vía no es solo necesaria para que se 
manifiesten los signos de envejecimiento, sino que para mantener el estado 
envejecido, la vía NF-κB tiene que estar permanentemente activada.  
Entre los ejemplos en los que se ha demostrado la reversión del envejecimiento 
tras la inhibición de la activación de NF-κB se encuentran modelos animales con 
mutaciones en genes implicados en el envejecimiento y que representan modelos de 
progeria, por ejemplo, la mejora del síndrome progeroide en ratones deficientes en 
Sirt-6 mediante la inhibición genética de NF-κB187; en dos modelos murinos diferentes 
del síndrome de progesterona XFE (ratones Ercc1 y Ercc1-/∆) la inhibición de NF-κB 
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amplía el estado de salud y mejora diversas manifestaciones del envejecimiento188; en 
los ratones con fenotipo del síndrome de progeria, Zmpste24-/- y LamnaG609G/G609G (por 
mutaciones que impiden la expresión o maduración de la laminina A, componente de 
la lámina nuclear), el bloqueo de NF-κB evitó completamente en la piel las 
alteraciones asociadas con la edad189. Los cambios cutáneos asociados al 
envejecimiento prematuro fueron también revertidos en el modelo de ratón p16INK4a 
de dermatitis por radiación aguda, como consecuencia de la atenuación de la 
expresión de genes dependientes de NF-κB190; en los ratones IKKβ que sufren 
desgaste muscular (y representan un modelo de sarcopenia), el bloqueo de NF-κB 
revierte el fenotipo177; en los ratones XFE de síndrome progeroide por defectos en la 
reparación del DNA, la reducción genética de un alelo de la subunidad p65 de NF-κB o 
el tratamiento con un inhibidor farmacológico retrasó los síntomas y patologías 
relacionadas con la edad y redujo el daño oxidativo del DNA188. 
  Y lo que es muy significativo, la generación de ratones Nfκb1-/- deficientes en la 
subunidad p50 NF-κB que presentan activación constitutiva de NF-κB (forman dímeros 
p65/p65), ha mostrado que la hiperactivación de NF-κB es suficiente para inducir el 
envejecimiento acelerado191,192. 
10.4 Activación de NF-κB, inflamación y envejecimiento 
Recientemente se ha incorporado la inflamación crónica como un factor 
predominante y recurrente que se asocia con el proceso del envejecimiento fisiológico 
y patológico. Tanto es así que en inglés se ha acuñado el término inflamm-aging para 
describir el papel que juega la inflamación en el deterioro y las enfermedades 
asociadas a la vejez193. 
 NF-κB se encuentra en el eje de la red inflamatoria de envejecimiento: se activa 
por diferentes factores, tales como la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, la 
activación de respuestas innatas/inflamatorias, inducción elevada de la vía de insulina/
IGF-1 y daño del DNA; factores, todos ellos, que aumentan con la edad y determinan 
así una activación sostenida de NF-κB, provocando un mecanismo de defensa del 
huésped, responsable de la liberación de una serie de moléculas que en conjunto se 
denominan SASP (fenotipo secretor asociado a la senescencia,  del inglés 
senescence-associated secretory phenotype). El SASP se produce en diversos tipos 
celulares (en fibroblastos, células epiteliales, endoteliales, astrocitos, preadipocitos, 
leucocitos, etc.) y se caracteriza por un incremento en la secreción de 
aproximadamente 40-80 factores involucrados en diferentes vías de señalización 
intracelular194, que pueden ser solubles o proteínicos (interleuquinas, quimioquinas, 
factores de crecimiento y proteasas) y componentes insolubles o no proteínicos 
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(ROS). Asimismo, el SASP colabora en la inflamación crónica que se observa en el 
envejecimiento, favoreciendo a su vez el proceso de envejecimiento y la aparición de 
enfermedades degenerativas relacionadas con la edad avanzada. Por lo tanto, la 
inflamación crónica predispone a los individuos a diversas enfermedades del 
envejecimiento. Entre los principales marcadores de inflamación asociados con 
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, la depresión, la aterosclerosis, 
el cáncer, la diabetes, la artritis, la osteoporosis y el fallo renal, entre otras, se 
encuentran varios de los componentes del SASP, entre los que destacan los niveles 
elevados de IL- 6 y TNF-α195.  
Los experimentos de parabiosis, en los que los sistemas circulatorios de ratones 
jóvenes y viejos están conectados artificialmente, han mostrado el potencial de los 
factores sistémicos para prevenir ciertas características del envejecimiento196. Por otro 
lado, los factores solubles han demostrado también efectos pro-envejecimiento197, 
pudiendo la secreción de moléculas de señalización por parte de las células de 
animales viejos contribuir de manera importante al desarrollo de la progeria, ya que las 
moléculas secretadas pueden actuar sobre los órganos distantes, amplificando la 
cascada de señales de envejecimiento. En esta vía de señalización por factores 
solubles sistémicos, NF-κB juega un papel clave al integrar las alteraciones 
autonómicas y sistémicas del curso del envejecimiento.  
10.5 Otras vías relacionadas con el envejecimiento 
Se ha propuesto la intervención de otras vías de señalización en los procesos de 
envejecimiento y longevidad, sin embargo se ha demostrado que NF-κB es el factor 
central en el que finalmente convergen todas estas vías. Es decir, las señales que 
promueven envejecimiento activan NF-κB, por el contrario, las que favorecen la 
longevidad la inhiben176. Así se ha reportado que las vías de supervivencia y pro-
crecimiento, conocidas por promover fenotipos de envejecimiento, como son la de 
Insulina/IGF-1 y mTOR estimulan a NF-κB: la vía de insulina/IGF-1 actúa a través de 
dos mecanismos, la señalización Akt y mTOR, para activar NF-κB. En este caso, 
además, la señalización de insulina/IGF-1, a través de AKT también interactúa con los 
procesos conocidos por promover la longevidad inhibiendo FOXO. Además, las vías 
de estrés (como JNK) y  daño al DNA promueven cambios asociados a la edad, 
incluyendo estrés genotóxico, ROS e inflamación que también activan NF-κB. Como 
efecto de la activación de  NF-κB por estas diferentes vías pro-envejecimiento, NF-κB, 
actúa  a su vez  promoviendo el envejecimiento al inducir cambios que contribuyen a la 
senescencia celular, SASP, señales apoptóticas y respuestas inflamatorias. Por el 
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contrario, los otros factores conocidos de longevidad, SIRT, la restricción calórica y 
FOXO inhiben la señalización de NF-κB (Figura 9).  
Figura 9. Esquema ilustrativo del papel central de NF-κB en las vías de envejecimiento y  
longevidad. La vías de supervivencia y crecimiento, conocidas por promover fenotipos de 
envejecimiento, estimulan la activación de NF-κB. Por el contrario, los factores conocidos por aumentar la 
longevidad, inhiben la señalización por NF-κB. Imagen modificada de Tilstra 2011. 
También se ha relacionado el acortamiento de los telómeros con el 
envejecimiento: la disfunción de los telómeros, que provoca inestabilidad genómica e 
induce una respuesta a daño en el DNA, es causa de senescencia celular y se ha 
descrito que promueve el envejecimiento. Así, en los ratones deficientes en 
telomerasa (Terc-/-), la disfunción severa de telómeros inducida por su acortamiento  
conduce a un fenotipo de progeria198, habiéndose comprobado que en estos animales 
hay una actividad de NF-κB aumentada, y un incremento de la expresión de COX-2 y 
de los niveles de ROS. De modo que en este caso también se demuestra la 
convergencia final de este mecanismo de envejecimiento en la señalización por NF-
κB.  
10.6 NF-κB como biomarcador de envejecimiento 
La posibilidad de identificar factores asociados con el envejecimiento saludable y 
el alargamiento de la esperanza de vida se basa en la detección de biomarcadores 
que predigan el riesgo de desarrollar patologías asociadas a la edad. Recientemente, 
se ha probado que la inflamación mediada por NF-κB puede ser un  buen biomarcador 
de envejecimiento: se han realizado estudios en una gran cohorte de centenarios, y se 
ha demostrado que la supresión de la inflamación (mediada por NF-κB) es el factor 
51
 ___________________________________________________________ Introducción 
más importante de la longevidad, siendo susceptible de ser contrarrestada 
farmacológicamente199. En el mismo estudio, otros biomarcadores propuestos del 
envejecimiento y la inmunosenescencia, como la longitud de los telómeros, han 
mostrado limitaciones en su capacidad predictiva ya que por sí sola no predice el 
riesgo de mortalidad  ni la existencia de mayor riesgo asociado a la edad, sino que 
tendría que ser combinado con otros factores relacionados como la inestabilidad de los 
telómeros200. 
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OBJETIVOS 
En la población caucásica las enfermedades más frecuentes son las de la piel, y el 
tipo de cáncer más abundante es el de piel no melanoma (CPNM), que comprende 
BCCs (carcinomas basocelulares), en su mayoría benignos, y cSCC (carcinomas 
escamosos cutáneos). El CPNM representa el 90% de los tumores diagnosticados. De 
ellos cerca del 5% de los cSCC metastatizan, por lo que debido a la incidencia tan 
elevada del CPNM, la mortalidad concomitante a este tipo de tumor alcanza cifras muy 
elevadas. Todo ello hace que sea muy necesario conocer los mecanismos 
moleculares que mantienen la homeostasis cutánea y las alteraciones que dan lugar al 
desarrollo de los cSCC. El gen Cyld es principalmente conocido porque su  mutación y 
falta de función origina el síndrome de CYLD, que se caracteriza por la aparición de 
múltiples tumores cutáneos de los anejos de la piel (glándulas y folículos pilosos). Más 
recientemente se ha descrito también que Cyld actúa como supresor tumoral de los 
BCCs. El hecho de que aunque la expresión de Cyld es ubicua, su inactivación 
funcional en pacientes origine los tumores cutáneos descritos, sugiere que su función 
principal es mantener la homeostasis de la piel. Sin embargo, se desconoce qué 
función/funciones son éstas y si Cyld actúa como supresor del desarrollo, progresión y 
metástasis del CPNM más agresivo, los cSCC. Dado que recientemente se ha descrito 
que algunos de los genes supresores tumorales más relevantes protegen también 
frente al envejecimiento, nos planteamos conocer si éste sería el caso de CYLD, es 
decir, si protege contra el cáncer y contra en envejecimiento. 
Para ello, se han propuesto los siguientes objetivos: 
1. Estudiar cuál es la función fisiológica de CYLD en la piel. Lo que se ha realizado
mediante diferentes aproximaciones:
1.1. Por medio del estudio de queratinocitos humanos en monocapa y mediante la 
generación de cultivos 3D de equivalentes de piel.  
1.2. Mediante la generación y caracterización del fenotipo epidérmico de un modelo 
de ratones transgénicos que expresa en la piel una forma mutada de CYLD 
(CYLDC/S) catalíticamente inactiva y que actúa como dominante negativo. Los 
ratones K5-CYLDC/S. 
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2. Conocer la función de CYLD en la formación, progresión y metástasis de los
cSCC:
2.1. Estudiar el efecto de la inactivación funcional de CYLD en células SCC 
epidérmicas humanas y murinas que expresan la construcción CYLDC/S. 
Caracterización de sus propiedades tumorales: 
2.1.1. In vitro, en cultivos en monocapa.  
 2.1.2. In vivo, en los tumores obtenidos en experimentos de carcinogénesis en 
ratones inmunodeficientes (por inoculación subcutánea de  las células 
SCC deficientes en CYLD), también denominados experimentos de 
xenoinjerto. 
2.2. Realización de experimentos de metástasis en ratones inmunodeficientes (por 
inoculación intravenosa de las células SCC que expresan la forma CYLDC/S
catalíticamente inactiva de CYLD). 
2.3. Determinar si la sobreexpresión de la forma nativa de CYLD (CYLDwt) puede 
inhibir el crecimiento de cSCC y su metástasis. 
2.4. Caracterizar posibles biomarcadores de los cSCC más agresivos y con mayor 
riesgo de metastatizar. 
3. Estudiar el posible papel de CYLD como protector del envejecimiento:
3.1. Caracterización de posibles signos de envejecimiento acelerado en el modelo 
de ratón K5-CYLDC/S. 
3.2. Determinar si la función protectora del envejecimiento de CYLD puede ser 
un mecanismo por el que CYLD actúa como supresor tumoral. 
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Resumen del trabajo “An inactivating CYLD mutation promotes skin tumor 
progression by conferring enhanced proliferative, survival and angiogenic 
properties to epidermal cancer cells”. Oncogene. 2010 Dec 16;29(50):6522-32. doi: 
10.1038/onc.2010.378. Epub 2010 Sep 13. 
El cáncer de piel no melanoma (BCCs y cSCC) representa la neoplasia más 
diagnosticada y su incidencia va en aumento. Aunque los cSCC son menos frecuentes 
que los BCCs (representan un 20% del CPNM), sin embargo pueden ser muy 
agresivos y metastatizar (entre un 5 y 15 % de ellos), no existiendo hasta la fecha una 
terapia eficaz para el tratamiento de estos cSCC de alto riesgo tan agresivos. Nuestro 
objetivo ha sido analizar si CYLD, proteína conocida por su función supresora tumoral 
de diversos tipos de cáncer, entre ellos de los tumores de los apéndices de la piel de 
los pacientes de cilindromatosis hereditaria, actúa también como supresor tumoral de 
los cSCC y podría servir como diana para el tratamiento de los cSCC más agresivos 
para los que no hay un tratamiento eficaz. Para la realización de este trabajo hemos 
generado una construcción que contiene un DNA complementario de CYLD que porta 
la mutación puntual C/S en el aminoácido 601 (cisteína) del dominio desubiquitinasa, 
lo que da lugar a la expresión de una proteína catalíticamente inactiva que actúa como 
dominante negativo inhibiendo la actividad catalítica de CYLD endógeno (esta 
mutación simula las encontradas en el gen Cyld de los pacientes de cilindromatosis 
hereditaria). La construcción CYLDC/S la hemos expresado en las células epidérmicas 
tumorales PDVC57 que tienen el gen Ha-Ras mutado, como ocurre también en los 
cSCC humanos, y hemos seleccionado pooles de células (para minimizar cualquier 
efecto potencial de la selección clonal) que expresan la forma mutada CYLDC/S (células 
C57-CYLDC/S) o el plásmido vacío (células C57-Control). Lo primero que hicimos fue 
comprobar mediante inmunoprecipitación con IKKγ, proteína sustrato de CYLD, que 
las células C57-CYLDC/S presentaban inhibición de la función desubiquitinasa de 
CYLD. A continuación analizamos la vía de señalización de NF-κB, ya que CYLD es 
principalmente conocido por ser un regulador negativo de esta vía, y observamos que 
las células C57-CYLDC/S tenían constitutivamente activada la vía clásica de 
señalización de NF-κB (aumento de P-p65). El análisis morfológico de las células C57-
CYLDC/S mostró un cambio significativo, ya que mientras que las células C57-Control 
tenían un fenotipo epitelial, las C57-CYLDC/S presentaban un aspecto fibroblastoide, 
que se acompañaba de la pérdida de localización transmembranal de Cadherina E. En 
consecuencia con estas alteraciones, las células C57-CYLDC/S presentaban menor 
cohesión célula-célula, y en los experimentos de cicatrización, mostraron mayor 
capacidad migratoria. La expresión de la forma mutada CYLDC/S confería además 
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ventaja proliferativa a las células C57 por incremento de la expresión de Ciclina D1. Se 
observó también que las células C57-CYLDC/S eran más resistentes a muerte por 
apoptosis (por disminución de la expresión de las proteínas pro-apoptóticas Caspasa 3 
y Bax).  Presentaban asimismo mayor capacidad de supervivencia en experimentos de 
crecimiento en suspensión, lo que estaba mediado en gran parte por el aumento de la 
expresión de VEGF. La expresión incrementada de VEGF está asociada en 
tumorigénesis al aumento de angiogénesis y de oncogenicidad, por lo que analizamos 
la expresión de proteínas que pueden actuar como oncogenes y que están 
relacionadas con la vía de NF-κB, como son Bcl-3 y β-catenina, y comprobamos que 
ambas proteínas estaban sobreexpresadas y deslocalizadas, ya que en las células 
C57-CYLDC/S se localizaban principalmente en el núcleo. Por tanto, las alteraciones 
encontradas en las células C57-CYLDC/S indicaban que la falta de función 
desubiquitinasa de CYLD aumentaba in vitro la malignidad tumoral de las células 
epidérmicas, por lo que a continuación realizamos experimentos de carcinogénesis 
mediante xenoinjertos para comprobar si in vivo CYLD tenía también este efecto 
antitumoral. Para estos estudios se inocularon subcutáneamente las células C57-
Control y C57-CYLDC/S en ratones inmunodeficientes. Se comprobó que los tumores 
que se desarrollaban a partir de las células C57-Control eran carcinomas bien 
diferenciados, por el contrario, los de las células C57-CYLDC/S estaban pobremente 
diferenciados y expresaban marcadores de malignidad; el volumen de los carcinomas 
C57-CYLDC/S era aproximadamente entre 6 y 7 veces mayor que el de los tumores 
C57-Control, debido a una mayor proliferación (tienen inducida la expresión de Ciclina 
D1) y menor apoptosis (tienen inhibida la expresión de Bax). Además los carcinomas 
C57-CYLDC/S presentaban mayor expresión de diversos factores angiogénicos, entre 
ellos VEGF (el principal factor pro-angiogénico), lo que se correspondía con la 
presencia de mayor número de vasos sanguíneos, grandes y permeables. Tanto el 
incremento de la expresión de VEGF como la angiogénesis aumentada favorecen a su 
vez el crecimiento y la progresión tumoral. En conjunto, nuestros datos indican que la 
inhibición de la función desubiquitinasa de CYLD confiere a las células epidérmicas 
tumorales características más agresivas, aumentando la proliferación celular, 
migración, supervivencia y angiogénesis, lo que finalmente conduce a un aumento de 
la progresión tumoral de los cSCC. 
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Aportación personal en este trabajo 
Parte experimental: 
Crecimiento de los clones PDVC57-Control y PDVC57-CYLDC/S (previamente 
generados en el laboratorio) para su inoculación subcutánea en ratones 
inmunodeficientes y para la realización de experimentos de carcinogénesis mediante 
xenoinjerto. Seguimiento del crecimiento tumoral (realización de medidas de volumen 
y observación macroscópica diaria). Realización de las necropsias y recogida de las 
muestras tumorales para su posterior estudio y caracterización mediante distintos 
procedimientos: análisis histológico y tinciones inmunohistoquímicas (fijación en 
formol); conservación en N2 líquido de muestras sólidas para obtención de extractos 
proteicos. Realización de experimentos de inmunoprecipitación para análisis funcional 
de la actividad desubiquitinasa de CYLD. Caracterización de las propiedades 
migratorias y de supervivencia celular en ausencia de suero. Caracterización 
molecular por inmunoblot de las proteínas expresadas por células y tumores mediante 
análisis de extractos proteicos totales y/o específicamente en el núcleo o citoplasma 
celular. Ensayo de Azul de Evans para la determinación de la permeabilidad de vasos 
sanguíneos.  
En la elaboración del artículo: 
Discusión de los resultados.  
Contribución a la elaboración de figuras para la publicación.
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An inactivating CYLD mutation promotes skin tumor progression
by conferring enhanced proliferative, survival and angiogenic properties
to epidermal cancer cells
JP Alameda1,4, R Moreno-Maldonado1,4, M Navarro1, A Bravo2, A Ramı´rez1, A Page1,
JL Jorcano1, MJ Ferna´ndez-Acen˜ero3 and ML Casanova1
1Division of Epithelial Biomedicine, Centro de Investigaciones Energe´ticas, Medioambientales y Tecnolo´gicas (CIEMAT), Madrid,
Spain; 2Department of Veterinary Clinical Sciences, Veterinary Faculty, University of Santiago de Compostela, Lugo, Spain and
3Department of Pathology, Fundacio´n Jime´nez Dı´az, Madrid, Spain
In this study, we demonstrate that the expression in
tumorigenic epidermal cells of a catalytically inactive
form of CYLD (CYLDC/S) that mimics the identiﬁed
mutations of cyld in human tumors and competes with the
endogenous CYLD results in enhanced cell proliferation
and inhibition of apoptosis; it also stimulates cell
migration and induces the expression of angiogenic
factors, including vascular endothelial growth factor-A.
Altogether, these characteristics indicate an increased
oncogenicity of the tumorigenic epidermal CYLDC/S
mutant cells in vitro. Moreover, we show the increase in
malignancy of epidermal squamous cell carcinomas that
express the CYLDC/S transgene in an in vivo xenograft
model. Tumors carrying the mutated CYLDC/S exhibit a
fast growth, are poorly differentiated and present a robust
angiogenesis. CYLDC/S tumors are also characterized by
their elevated proliferation rate and decreased apoptosis.
In contrast with previous studies showing the development
of benign tumors by mutations in the CYLD gene, here we
provide evidence that the occurrence of mutations in the
CYLD gene in tumorigenic epidermal cells (carrying
previous mutations) increases the aggressiveness of
carcinomas, mainly through enhancement of the expres-
sion of angiogenic factors, having therefore a key role in
epidermal cancer malignancy.
Oncogene (2010) 29, 6522–6532; doi:10.1038/onc.2010.378;
published online 13 September 2010
Keywords: CYLD; angiogenesis; skin cancer; tumor
progression
Introduction
Cyld encodes a 956-amino acid enzyme (CYLD) that is
ubiquitously expressed and contains a deubiquitinating
domain at the C-terminus, which removes lysine 63
linked polyubiquitin chains from distinct members of
the nuclear factor (NF)-kB pathway (Brummelkamp
et al., 2003; Kovalenko et al., 2003; Regamey et al.,
2003; Trompouki et al., 2003). CYLD negatively regu-
lates NF-kB activation, and mutations that inactivate
the carboxyl-terminal deubiquitinating domain of
CYLD deregulate the NF-kB activity, underlying the
development of skin appendage tumors in humans
(Brummelkamp et al., 2003; Kovalenko et al., 2003;
Trompouki et al., 2003). CYLD was originally identiﬁed
as a gene mutated in familial cylindromatosis (FC),
a genetic condition that predisposes patients for
the development of cylindromas, benign tumors that
typically appear on the scalp (Bignell et al., 2000).
Cylindromatosis patients carry heterozygous germ-line
mutations in the carboxyl-terminal end of the CYLD
gene, but the wild-type CYLD allele undergoes loss of
heterozygosity, indicating that CYLD appears as a
tumor-suppressor gene (Bignell et al., 2000). Cylindro-
mas are usually benign, although occasionally they can
malignize (Durani et al., 2001; De Francesco et al.,
2005). Additional studies have associated Cyld down-
regulation with the development of other types of
human cancer including tumors of colon, lung and
kidney, as well as melanomas and cervical and
hepatocellular carcinomas (Strobel et al., 2002; Hashi-
moto et al., 2004; Hirai et al., 2004; Costello et al., 2005;
Hellerbrand et al., 2007; Keats et al., 2007; Zhong et al.,
2007; Massoumi et al., 2009). In the case of multiple
myeloma and melanoma, it has been shown that its
grade of malignancy is directly related with the silencing
of CYLD, being of poor prognosis those tumors with
lower expression level of CYLD (Annunziata et al.,
2007; Jenner et al., 2007; Massoumi et al., 2009).
Depending on the external signals, CYLD negatively
regulates different NF-kB pathways: inactivation of
TRAF2 or TRAF6 causes survival and inﬂammation
because of the classical NF-kB constitutive activation
(Brummelkamp et al., 2003; Kovalenko et al., 2003;
Trompouki et al., 2003) whereas inhibition of Bcl-3
controls proliferation and tumor growth. Thus, mice
deﬁcient in CYLD are more susceptible to develop
chemically induced skin tumors (Massoumi et al., 2006;
Massoumi and Paus, 2007). In this case, the loss of
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CYLD in keratinocytes was linked to hyperproliferation
and elevation in cyclin D1 levels because of increased
nuclear activity of Bcl-3-associated NF-kB p50 and p52
and is independent of the classical p65/NF-kB pathway
(Massoumi et al., 2006). These investigators reported
that in the case of non-melanoma skin cancer (NMSC)
the analysis by microarrays of different types of human
tumors suggests that there is a relationship between the
level of CYLD expression and the grade of malignancy
of the tumor: CYLD is clearly detected in normal skin,
less expressed in benign basal cell carcinomas and
poorly detected in malignant squamous cell carcinomas
(SCCs) (Massoumi et al., 2006). However, the relation-
ship between CYLD silencing and worsening of tumors
is not so ﬁrmly established in NMSC as in melanomas
(Massoumi et al., 2009).
The incidence of both benign and malignant skin
neoplasms has been rising at an alarming rate for the
past several years. NMSC is one of the most common
malignancies in humans: basal cell carcinomas and
SCCs represent the vast majority of the tumors
diagnosed (Limmer, 2001). NMSC are believed to arise
from stem cells of the hair follicles and their growth and
development seems to rely on an early burst of neo-
vascularization in which vascular endothelial growth
factor-A (VEGF-A) is the main and most powerful factor
involved (Larcher et al., 1996, 1998; Detmar, 2000a).
To obtain a deeper understanding for possible skin
SCCs therapies, it is important to ﬁnd the signalling
proteins involved in the progression of these carcino-
mas. Here, we have focused our attention to the study of
the possible involvement of CYLD in skin tumor
progression, as this gene has been implicated in the
progression of different cancer cell types such as
melanoma, colon, hepatocellular and multiple myeloma
(Annunziata et al., 2007; Hellerbrand et al., 2007; Jenner
et al., 2007; Massoumi et al., 2009).
In this study, we demonstrate that the expression of a
catalytically inactive mutant form of CYLD (CYLDC/S) in
tumorigenic epidermal cells diminished the deubiquitina-
ting activity of the endogenous CYLD, resulting in
increased expression of several angiogenic factors, includ-
ing VEGF-A, and accelerated proliferation and migration
of tumoral cells, enhancing tumor progression.
Results
Effects of the catalytically inactive CYLDC/S mutant in
the PDVC57 tumorigenic epidermal cells
To explore the consequences of the expression of a
mutant CYLD (defective in the deubiquitinating func-
tion) in tumoral epidermal cells, we introduced the
mutant CYLDC/S complementary DNA in the PDVC57
cell line. This mutant carries the 601C/S point mutation in
the cysteine box of the deubiquitinase domain, resulting
in a catalitically inactive protein that is able to compete
with the endogenous CYLD (Brummelkamp et al., 2003;
Trompouki et al., 2003; Massoumi et al., 2006, 2009).
The PDVC57 cells were chosen because they bear a
Ha-ras mutation carried by all the chemically induced
mouse skin tumors and some human skin carcinomas
(Pierceall et al., 1991; Spencer et al., 1995). PDVC57
cells were stably transfected with the mouse CYLDC/S
complementary DNA tagged with a hemagglutinin-A
epitope under the control of the b-actin promoter
(Figure 1a) or with the empty vector. Pooled stable
transfectans from approximately 60 different colonies
were used to minimize any potential effect of clonal
selection. They were designated as C57-CYLDC/S
and compared with C57-Control cells (expressing the
CYLDC/S transgene and the empty vector respectively).
Western blotting against hemagglutinin-A and CYLD
showed that C57-CYLDC/S cells expressed the transgene
and had increased levels of CYLD (Figure 1b) com-
pared with endogenous CYLD in the C57-Control
cells. To test the CYLD deubiquitination function we
immunoprecipitated IKKg/NEMO, a known substrate
of CYLD, in untreated and tumor necrosis factor
(TNF)-a treated C57-Control and CYLDC/S cells and
subsequently determined the modiﬁcation of IKKg with
ubiquitin. In untreated cells, the polyubiquitination of
IKKg was weak and not very different between the two
cell types. TNF-a stimulation failed to increase the
polyubiquitination of IKKg in control cells. By contrast,
in agreement with the described competition of the
catalytically inactive CYLDC/S with the endogenous
CYLD, TNF-a stimulation resulted in signiﬁcant
polyubiquitination of IKKg in C57-CYLDC/S cells
(Figure 1c).
We analyzed the activation of the canonical NF-kB
pathway by measuring the active form of NF-kB in
cellular extracts from each cell type and found that
CYLDC/S caused an increase in NF-kB activity both in
the basal, unstimulated state of the C57-CYLDC/S cells
as well as after TNF-a stimulation (Figure 1d). The
increased NF-kB activity in mutant cells is in agreement
with the increased levels of P-p65 detected in these cells
(Figure 1b).
Therefore, the expression of a catalytically inactive
CYLD in PDVC57 cells resulted in a diminished
deubiquitination function and subsequent elevated
activation of the classical NF-kB pathway.
CYLDC/S enhances the proliferation of tumorigenic
epidermal cells
We examined a number of growth properties of C57-
CYLDC/S cells in monolayer cultures. Growth curves
show that after 48 h of culture the growth proﬁle of the
CYLDC/S cells experience a rapid increase in cell number
(Figure 2a) that is accompanied by a signiﬁcantly
enhanced proliferation (Figure 2b). When the colony-
forming efﬁciency was examined, we found that both
types of cells formed a similar number of colonies.
However, signiﬁcant differences were found in colony
size, that is, while most of the colonies in control
cultures had o1mm of diameter, the majority of the
C57-CYLDC/S colonies were of greater size (2–4mm),
indicating their increased long-term proliferation
(Figure 2c). This result is in agreement with the
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increased rate of BrdU incorporation detected in the
C57-CYLDC/S cells (Figure 2b). As a measure of cell
proliferation we also compared cyclin D1 expression in
cells of both genotypes (72 h of culture), ﬁnding that it
was increased in the C57-CYLDC/S cells (Figure 1b).
CYLDC/S promotes a mesenchymal phenotype and
enhances the migration of the C57-CYLDC/S cells
Although C57-Control cells displayed an epithelial
morphology, with abundant cell-to-cell interactions,
C57-CYLDC/S cells were more scattered and exhibited
a mesenchymal spindle-shaped phenotype with limited
intercellular contacts (Figure 2d). Accordingly, we
found changes in E-cadherin distribution. In C57-
Control cells, it was predominantly detected as a
continuous line at cell–cell contacts. However, it was
irregularly distributed in a pattern of dots or aggregates
in most C57-CYLDC/S cells (Figure 2d). The effect of the
expression of CYLDC/S on C57 cell motility was there-
fore evaluated by an in vitro wound healing assay. Cells
growing in monolayer cultures were subjected to a
‘scratch’ wound. On scratching, C57-CYLDC/S cells
formed large and abundant foci of migration while
C57-Control cells formed scarce and small foci along the
‘scratch’ wound (Figure 2e).
CYLDC/S enhances the survival of malignant epidermal
cells
In addition to increased cell proliferation and migration,
another marker of malignant progression of tumoral
cells is their anchorage-independent growth (Evan and
Littlewood, 1998; Hanahan and Weinberg, 2000; Green
and Evan, 2002). The effect of the expression of CYLDC/S
on the anchorage-independent growth of C57 cells was
examined in suspension cultures. We found that
CYLDC/S leads to a signiﬁcant survival of C57 cells
after 24-h growing in suspension (Figure 3a).
We next studied the effect of the expression of
CYLDC/S on the survival of C57 cells maintained
in serum-deprived medium. The number of cells that
survive in serum-free cultures was higher in C57-
CYLDC/S than in C57-Control cultures (Figure 3b).
Cleaved caspase3 immunostaining showed a signiﬁ-
cantly larger percentage of cells that undergo apop-
tosis in the C57-Control cultures grown in absence of
serum than in C57-CYLDC/S cells (Figure 3c). Similarly,
western blot analysis showed a diminished expression of
cleaved caspase-3 in the C57-CYLDC/S cells (Figure 3d).
The expression of other pro-apoptotic molecule, Bax,
was also reduced in the C57-CYLDC/S cells (Figure 3d).
It is intriguing that the expression of Bax does not
precede that of caspase 3 as it happens in the intrinsic
apoptosis pathway. However, it has been recently shown
that apoptosis may occur in a Bax-dependent–caspase
3-independent manner as well as in Bax-independent–
caspase-dependent pathway (Li et al., 2009; Scharstuhl
et al., 2009; Zhang et al., 2010). Overall, our results
indicate that the expression of CYLDC/S in PDVC57
cells turns the cells more resistant to apoptosis under
stress conditions, probably through inhibition of the
expression of pro-apoptotic genes.
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Figure 1 Functional and biochemical analysis of C57-CYLDC/S cells. (a) Schematic representation of the CYLDC/S construct. The
CYLDC/S complementary DNA (cDNA) tagged in 50 with a hemagglutinin A (HA) epitope is expressed under the b-actin promoter.
(b) Molecular characterization by western blot of the C57-CYLDC/S cells. Total protein extracts (40mg) from C57-Control and CYLDC/S
cells (72 h of culture) were immunoblotted using the antibodies indicated. Actin was used as loading control. (c) Deubiquitination of
IKKg/NEMO by CYLD. Endogenous ubiquitination of IKKg in C57-Control and CYLDC/S cells in absence (–) or presence of TNF-a
stimulation (300 and 600). Top panel shows immunoprecipitation with an antibody directed against IKKg (300mg of lysate).
Immunoprecipates were resolved on a sodium dodecyl sulfate (SDS) gel and probed with an anti-ubiquitin antibody, then stripped, and
reprobed with an antibody against IKKg (showing that equal amounts of IKKg were used for immunoprecipitation). Observe that
deubiquitination is less efﬁcient when the CYLDC/S mutant is expressed. (d) Effect of CYLDC/S on NF-kB activation. Results of the
p65-DNA-binding assay are shown. C57-CYLDC/S cells showed increased NF-kB activity both in basal state and after TNF-a
stimulation. *Po0.05, signiﬁcant increase in NF-kB activity of CYLDC/S cells respect to C57-Control cells in unstimulated cells and 600
post-TNF-a stimulation.
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CYLDC/S induces the expression of angiogenic factors and
oncogenic proteins in tumoral epidermal cells
One of the factors that determine an increased survival
of cells in suspension is the expression of VEGF-A
(Solovey et al., 1999). We found that C57-CYLDC/S cells
secrete higher levels of VEGF-A than C57-Control cells
(Figure 3e). To analyze whether this is a speciﬁc
property of the C57 cells or, on the contrary, whether
CYLDC/S also enhances the VEGF-A expression in
other epidermal cells of different condition (tumoral or
non-tumoral) and species, we transfected the non-
tumorigenic human keratinocyte HaCaT cell line, and
the murine PB transformed epidermal cells with the
b-actin-CYLDC/S construct. Pools of colonies constitu-
tively expressing the CYLDC/S were isolated and the
expression level of angiogenic factors analyzed by
northern blot (Figure 3f and Table 1). It was observed
that VEGF-A expression was enhanced in all cell lines
Figure 2 Enhanced cell proliferation and migration of C57-CYLDC/S cells. (a) Growth curves of C57-Control and C57-CYLDC/S cells.
5 104 cells were seeded at day 0. At the indicated times, cells were counted. Note the increased number of cells found in C57-CYLDC/S
cells since 48 h of culture. *Po0.05, signiﬁcant increase in CYLDC/S cell number respect to that of C57-Control cells at the indicated
time points. (b) BrdU incorporation by C57-Control and mutant cells after 72 h of culture in coverslides (cells were incubated with
10mM BrdU for 1 h). (c) Clonogenic assay. Up, size diameter distribution of colonies coming from three different clonogenic
experiments stained 2 weeks after seeding, *Po0.05; down, representative image of colonies formed by C57-Control and C57-CYLDC/S
cells 14 days after seeding (stained with crystal violet). Colony size was measured using a magniﬁer. Colonies of diameter 40.5mm
were counted and classiﬁed according to their diameter. (d) Up, scattered phenotype of C57-CYLDC/S cells observed by phase contrast
microscopy. Only ﬁelds containing similar number of cells in 48 h cultures were considered for the study. Down, immunoﬂuorescence
showing the presence of E-cadherin located at the intercellular contacts in the C57-Control cells and delocalized punctual staining of
E-cadherin in the mutant cells. (e) Wound healing assay: note the large foci of migration formed by the C57-CYLDC/S cells 48 h after
the ‘scratch’ wound. Discontinued red lines indicate the migration distance. Those cellular formations with triangular shape constituted
by enlarged and actively migrating cells were considered as foci of migration and scored in a blind manner by two persons.
Catalytically inactive CYLD promotes skin tumor progression
JP Alameda et al
6525
Oncogene66
expressing the CYLDC/S construct (Table 1) irrespective
of its origin (human or mouse) or its state (tumoral or
non-tumoral). Other angiogenic factors, such as throm-
bospondins TSP-1 and TSP-2 were also induced in cells
expressing the mutated form of CYLD (Figure 3f; see
the quantiﬁcation in Table 1).
As increased VEGF-A expression promotes tumoral
angiogenesis and subsequent oncogenicity (Ferrara,
2002; Carmeliet, 2003; Ferrara et al., 2003), we analyzed
the expression of oncogenic molecules such as Bcl3 and
b-catenin, which has been found to be oncogenic when
located in the nucleus (Cogswell et al., 2000; Thornburg
et al., 2003; Moon et al., 2004; Clevers, 2006). Our
results show an important increase in the total amount
of both proteins (Figure 1b) and their preferential
nuclear localization in the C57-CYLDC/S cells
(Figure 3g). The increase in nuclear Bcl3 and b-catenin
expression was accompanied by an increase in nuclear
p52 in the mutant cells as it has been previously reported
(Massoumi et al., 2006).
Table 1 Relative mRNA expression of angiogenic factors in different
Control and CYLDC/S murine and human epidermal cell lines
Cell line VEGF TSP1 TSP2
PDVC57-Co 1 1 1
PDVC57-CYLDC/S 2.1 9.5 8.4
PB-Co 1 1 1
PB-CYLDC/S 7.8 2.7 11.7
HaCaT-Co 1 ND 1
HaCaT-CYLDC/S 6.1 ND 4.1
Abbreviations: ND, not detected; TSP, thrombospondin; VEGF,
vascular endothelial growth factor.
Figure 3 Increased survival of PDVC57 tumoral epidermal cells expressing the mutant CYLDC/S complementary DNA (cDNA).
(a) Anchorage-independent growth assay showing the increased capability of CYLDC/S cells to survive after 24 h in suspension. Cells
were ﬁxed and stained with crystal violet. Experiments were performed three times per duplicate. (b) Representative images of C57-
Control and C57-CYLDC/S cells growing during 6 days in serum-deprived medium. Phase contrast microscopic images show an
increased number of CYLDC/S cells that survive in absence of serum. (c) Cleaved-caspase 3 immunostaining of C57-Control and C57-
CYLDC/S cells growing in absence of serum for 6 days. (d) Total protein extracts from C57-Control and CYLDC/S cells grown in
absence of serum for the indicated days were immunoblotted for cleaved-caspase-3 (C-C3) and Bax. Actin was used as loading control.
(e) Quantiﬁcation of VEGF-A in supernatants of C57-Control and CYLDC/S cultures at near conﬂuence, measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA); Po0.05, the difference in level of expression is statistically signiﬁcant. (f) Representative northern blot
showing the VEGF-A, Tsp-1 and Tsp-2 mRNA expression in Control and CYLDC/S-transfected PDVC57, PB and HaCaT cell lines. 7S
hybridization was used to control loading. (g) Western blot analysis of nuclear protein extracts from C57-Control and C57-CYLDC/S
cells. Fibrillarin was used as loading control.
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The expression of CYLDC/S in tumoral epidermal cells
increases the malignancy of skin carcinomas
To determine whether the expression of the mutated
CYLDC/S in tumor epidermal cells also enhances
tumorigenicity in vivo, we used a xenograft model of
PDVC57 cells injected subcutaneously into immuno-
deﬁcient mice.
The latency of macroscopic tumor appearance was
approximately 1 week in the C57-CYLDC/S tumors and
2 weeks in C57-Control tumors. Mutant tumors
exhibited a very fast growth (Figure 4a). Tumors were
harvested 17 days after injection. At this time C57-
Control cells gave rise to relatively small and pale
tumors. In contrast, C57-CYLDC/S cells developed into
larger tumor masses with a distinctive red appearance
suggestive of a robust vascularization (Figure 4b); the
size of the mutant tumors was on average B6-fold
greater than that of the controls (Figures 4a and b). We
veriﬁed by western blot the expression of the transgene
in tumors originated by C57-CYLDC/S cells (Figure 5d).
Histopathological examination of tumors showed that
while Control tumors were differentiated SCCs with
frequent appearance of keratin pearls (Figure 4c),
tumors originated from C57-CYLDC/S cells were poorly
differentiated SCCs (Figure 4c). Immunohistochemical
analysis of the expression pattern of distinct differentia-
tion markers further corroborated this diagnosis. Thus,
C57-Control tumors expressed elevated levels of kera-
tins K1 and K10-reliable markers of well-differentiated
tumors. By contrast, in accordance with their poorly
differentiated phenotype, C57-CYLDC/S SCCs showed
scarce expression of K1 and K10, limited to isolated
cells (Figure 5a and data not shown). On the contrary,
keratin K8, a marker of malignancy in skin tumors
(Casanova et al., 2004) showed extensive staining in the
C57-CYLDC/S carcinomas and weak expression in the
C57-Control tumors (Figure 5a). K13, a keratin
characteristic of internal stratiﬁed squamous epithelia,
which is aberrantly expressed in skin tumors and is also
considered a marker of tumor progression (Winter et al.,
1990; Moreno-Maldonado et al., 2008) was also highly
expressed in the C57-CYLDC/S tumors and it was hardly
detected in the C57-Control SCCs (Figure 5a). These
data conﬁrm that the tumors arising from C57-CYLDC/S
cells are more aggressive that those from control cells.
CYLDC/S enhances the proliferation rate and survival
of skin tumors
The increased size of C57-CYLDC/S tumors could be due
to increased cell proliferation and/or survival. To
analyze apoptosis in C57-CYLDC/S and C57-Control
tumors, we performed TdT-mediated dUTP nick end
labelling (TUNEL) staining and immunoblot of the
pro-apoptotic protein Bax. TUNEL assay revealed a
B6-fold reduction in the number of apoptotic kerati-
nocytes in the C57-CYLDC/S tumors, indicating that
the expression of the catalytically inactive CYLDC/S
increases survival of tumoral cells (Figure 5b). In
agreement with this result, expression of Bax was
detected in control tumors but not in the CYLDC/S
tumors (Figure 5d). To analyze cell proliferation, we
compared BrdU incorporation and cyclin D1 expression
between control and mutant tumors. The number of
cells incorporating BrdU in the CYLDC/S tumors was
twofold that of positive cells in C57-Control tumors
(Figure 5c). In accordance with this result, C57-CYLDC/S
carcinomas showed increased expression of cyclin D1
Figure 4 The reduction of the CYLD function enhances skin
tumor growth and malignancy in vivo. (a) Tumor growth was
followed for 17 days and measured with an external caliper. The
volume was calculated as (4p/3) (width/2)2 (length/2). The
number of tumors for each experimental group was 18 or 20.
The asterisks denotes statistically signiﬁcant difference from
control mice *Po0.05; **Po0.01. (b) Example of subcutaneous
tumors in the ﬂanks of mice at 14 days post-injection. Each cell
type was injected into six mice per experiment; the experiments
were repeated twice. Note the larger size and reddish appearance of
C57-CYLDC/S tumors. (c) Hematoxylin and eosin (H&E) histo-
logical analysis of C57-Control and C57-CYLDC/S tumors. Observe
the differentiated SCC phenotype of C57-Control-derived SCCs,
formed by nests and strands of epithelial cells with frequent horny
areas. By contrast, C57-CYLDC/S tumors are poorly differentiated.
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(Figure 5d). Together, these results suggest that the
expression of CYLD increases epidermal tumor promo-
tion by enhancing both tumor cell proliferation and
survival.
CYLDC/S enhances angiogenesis in skin carcinomas
The red appearance of the C57-CYLDC/S SCCs pointed
to a strong blood supply that could also explain the
enhanced growth of these carcinomas. We therefore
analyzed at the cellular and molecular levels the changes
in vascularization produced by the expression of the
mutant CYLD in skin tumors derived from C57-
CYLDC/S and C57-Control cells. Northern blot analysis
showed that the expression of VEGF-A, TSP-1 and
TSP-2 was enhanced in the CYLDC/S tumors (Figure 6b;
see the quantiﬁcation in Table 2). Immunostaining of
CD31, a marker of endothelial cells showed in control
tumors a blood vessels pattern characterized predomi-
nantly by narrow and small capillaries; by contrast,
CYLDC/S carcinomas showed a network of large and
lacunar vessels (Figure 6a). We next examined whether
these changes in tumor vascularization led to substantial
differences in vascular functionality. Tumor-bearing
animals were anesthetized and a dye (Evans blue) was
injected into the tail vein. We found that dye accessi-
bility to the tumors was much higher in C57-CYLDC/S
carcinomas than in C57-Control tumors (Figure 6c).
Figure 5 Characterization of C57-Control and C57-CYLDC/S tumors by immunohistochemical analysis and western blot. (a) Analysis
of the expression of keratins K8, K10 and K13 as markers of tumor progression. The widespread expression of K8 and K13 and the
lack of K10 expression in C57-CYLDC/S SCCs are indicative of enhanced aggressiveness of these tumors. (b) Analysis of apoptosis in
C57-Control and C57-CYLDC/S tumors by TdT-mediated dUTP nick end labelling (TUNEL) assay. Observe the reduced number of
apoptotic cells in the CYLDC/S tumors (green, apoptotic cells; red, anti-K5 staining and blue, 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
*Number of positive cells per ﬁeld at magniﬁcation  20. (c) Analysis of proliferation in C57-Control and C57-CYLDC/S tumors. Mice
received an intraperitoneal injection of BrdU (120mg/kg body weight) 1 h before tumor harvesting. Observe the increased number of
BrdU-positive cells in the CYLDC/S tumors. *Number of proliferating cells per ﬁeld at magniﬁcation  10. (d) Western blots showing
the expression of the transgene and the increased levels of total CYLD in the C57-CYLDC/S tumors. CYLDC/S tumors expressed high
levels of Cyclin D1 and reduced levels of the proapoptotic protein Bax compared with C57-Control tumors.
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These observations indicate that the vascular network
of actively growing C57-CYLDC/S carcinomas is large,
plastic and leaky whereas that of the slowly growing
C57-Control tumors is smaller and impermeable.
Discussion
Our studies indicate that a decrease in CYLD function
results in an increase in the malignant behavior of the
tumor epidermal cells and in the progression of skin
carcinomas, as seen by an enhancement in proliferation
and survival of the cells expressing the mutant CYLDC/S.
This could be explained by the higher NF-kB activity
found in the C57-CYLDC/S cells, in line with the ﬁndings
indicating that malignant epidermal cells have accumu-
lated molecular alterations that enable a ‘switch’ of NF-
kB function from being a tumor suppressor in normal
murine and human keratinocytes (Seitz et al., 1998; van
Hogerlinden et al., 1999; Dajee et al., 2003) to being a
tumor promoter (Ren et al., 2006). Tumor epidermal
cells expressing CYLDC/S also show an important
increase in the nuclear localization of Bcl3, p52 and
b-catenin. We also ﬁnd an increase in cyclin D1
expression, likely because of the increase in nuclear
Bcl3/p52. This could also explain the increased prolif-
eration and enhanced aggressiveness of C57-CYLDC/S
cells, as activated nuclear Bcl3/p50/p52 expression has
been shown to promote cell proliferation and oncogen-
esis through the activation of the cyclin D1 gene in
breast and nasopharyngeal human tumors (Cogswell
et al., 2000; Thornburg et al., 2003). Increased nuclear
localization of p50/p52 and Bcl3 was also found in
advanced stages of mouse skin carcinomas (Budunova
et al., 1999). Nuclear Bcl3 has been detected in
cylindroma cells, whereas normal skin keratinocytes
retain Bcl3 in the cytoplasm (Massoumi et al., 2006). An
increase in nuclear Bcl3 accumulation and transcription
of cyclin D1 was also observed in CYLD-deﬁcient
keratinocytes (Massoumi et al., 2006). Our results show
that CYLDC/S may also favor the malignancy of the
epithelial cells by promoting mesenchymal features, such
as the ﬁbroblast-like morphology, delocalized E-cadher-
in expression and increased migration. In addition, we
have corroborated in vivo the enhanced malignancy of
C57-CYLDC/S cells, in a xenograft model of skin
carcinogenesis and we checked that in another tumor
epidermal cell line (PB cells), CYLDC/S also increases the
aggressiveness of both cells and tumors originated in
xenograft assays (Alameda et al., unpublished results).
Notably, our ﬁndings reveal a yet unknown link
between VEGF-A and CYLD in epidermal cells and
skin tumors. We have demonstrated that a decrease in
CYLD catalytic activity results in a striking induction of
VEGF-A expression both in tumoral and non-tumoral
keratinocytes, as well as in skin carcinomas. It is well
established that VEGF-A is the main angiogenic factor
involved in physiologic and pathologic skin processes
including wound healing, ultraviolet response, psoriasis
and tumorigenesis (Ferrara, 2000; Detmar, 2000a, b). In
the case of skin cancer, VEGF-A overexpression in
murine epidermis predisposes mice to tumor develop-
ment (Larcher et al., 1998; Detmar, 2000b), and very
recently it has been reported that VEGF-A has a
relevant role not only in the ﬁrst stage of neoangiogen-
esis establishment but also in the advanced stages of
tumor progression of several malignancies, including
NMSC (Mirones et al., 2009).
Our data indicate that besides the high proliferation
rate and reduced apoptosis, enhanced growth of C57-
CYLDC/S tumors may also be due to the induction of
angiogenesis, as in addition to their increased VEGF-A
CD31
C57-Control C57-CYLDC/S
C57-CYLDC/S C57-Control
Evans blue
% dye extravasation area
70.0±10.1
p< 0.05
T
7S
VEGF
Control
Tsp1
sp2
CYLDC/S
20.5±5.2
Figure 6 CYLDC/S enhances angiogenesis in skin tumors.
(a) CD31 immunostaining of blood vessels. Note that CYLDC/S
carcinomas show dilated blood vessels, whereas vessels of Control
tumors are narrow. (b) Representative northern blot showing the
VEGF-A, Tsp-1 and Tsp-2 mRNA expression in Control and
CYLDC/S tumors. 7S probe was used to control loading.
(c) Examples of subcutaneous tumors in situ after systemic Evans
blue injection (30mg/kg) into the tail vein of mice and allowed to
circulate for 5min. Injections were made in three Control and three
CYLDC/S tumor-bearing mice. Note the blue color reﬂecting the
dye accessibility of C57-CYLDC/S tumors.
Table 2 Relative mRNA expression of angiogenic factors in
C57-Control and C57-CYLDC/S tumors
No. of tumorsa VEGF TSP1 TSP2
C57-Co 7 1 1 1
C57-CYLDC/S 7 1.7 3.9 1.5
Abbreviations: TSP, thrombospondin; VEGF, vascular endothelial
growth factor.
aTumors were analyzed 17 days post-inoculation.
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expression, C57-CYLDC/S tumors also develop large and
lacunar blood vessels, a prominent feature of skin tumor
progression (Bolontrade et al., 1998). It will be interest-
ing to test whether the induction of VEGF-A expression
also takes place in human neoplasias associated with a
reduced expression of CYLD (such as colon, lung,
kidney, cervical and hepatocellular carcinomas).
Our results show an increase in nuclear accumulation
and then activation of b-catenin when the function of
CYLD is diminished in C57-CYLDC/S cells. This ﬁnding
has been very recently corroborated by a work, which
describes that loss of CYLD impairs K63-deubiquitina-
tion of Dvl enhancing Wnt-induced accumulation of
nuclear b-catenin (Tauriello et al., 2010). Constitutive b-
catenin activation has been documented in several
human cancers. In the case of human colon carcinomas,
activating mutations have been described (Kinzler and
Vogelstein, 1996). However, in multiple myeloma and
other hematologic malignancies, no mutations have
been identiﬁed in the Wnt/b-catenin pathway, indicating
alternative mechanisms for b-catenin activation (Derk-
sen et al., 2004; Qiang et al., 2005; Sukhdeo et al., 2007).
Interestingly CYLD expression is downregulated in
multiple myeloma (Annunziata et al., 2007), suggesting
that similarly to our model, reduced CYLD activity could
cause activation of b-catenin in this type of cancer.
Our results showing the increased malignancy of skin
tumors by a reduction in CYLD function are in
agreement with observations indicating that CYLD
expression is reduced in benign basal cell carcinomas
and absent in malignant SCCs (Massoumi et al., 2006).
However, in contrast with our ﬁndings, cyld/ mice
exhibit increased susceptibility to the development of
skin cancer, although no signs of malignancy were
found in those tumors developed (Massoumi et al.,
2009). The reason could be that in our model, the
acquired mutation in CYLD is posterior to a preexisting
ras-mutation in the epidermal cells, instead of constitut-
ing the only mutagenic event, as in the cyld/ mice
model. In the case of melanoma, in which it has been
described that reduced levels of CYLD promote the
aggressiveness of the tumors, the reduction in CYLD
expression also takes place after previous mutation/s
have caused the tumor development (Massoumi et al.,
2006). This could explain why malignization of cylin-
dromas in patients of FC occurs with very low frequency
(Durani et al., 2001; De Francesco et al., 2005); it could be
due to the early age of outcome of the disease (from
childhood to the second decade of the life) when previous
mutations have not had time to occur in these patients.
Therefore, on the basis of our observations, we
propose a model wherein the diminished function of
CYLD confers aggressive characteristics to already
tumorigenic epidermal cells, enhancing cell prolifera-
tion, migration, survival and angiogenesis. Moreover, in
addition to the role of CYLD in the regulation of the
canonical NF-kB signaling pathway and the p52-Bcl3-
dependent activation, we have established that CYLD
has an important role in tumor progression by regula-
ting the expression of angiogenic factors and b-catenin
nuclear localization.
Materials and methods
Cell lines and culture conditions
PDVC57, HaCaT and PB cells were cultured in Dulbecco’s
modiﬁed Eagle’s medium (DMEM)-10% fetal calf serum;
transfected using the calcium phosphate method and selected
using G418 (0.45mg/ml).
DNA constructs
CYLDC/S complementary DNA was kindly provided by Dr R
Bernards and subcloned under the b-actin promoter. b-actin-
control construct has been described (Frederickson et al.,
1989).
Cell proliferation assay
5 104 cells per p60 were seeded in complete medium. At 24,
48, 72 and 96 h cells were trypsinized and counted in a
Neubauer chamber. Experiments were repeated three times.
Cell suspension growth
Multiwell plates were covered with 0.9% agarose in DMEM.
After 1 h, 3 105 cells were added. After 24 h, multiwells were
seeded with 600ml aliquots of the cellular suspension and
feeded with DMEM-10% fetal bovine serum for 48 h.
Growth in serum-free medium
Cells were seeded into p60-plates in complete medium. After
24 h, the medium was replaced by serum-free DMEM. Cells
were observed daily during 6 days.
Immunoblots and immunoprecipitation
Membranes were probed with antibodies against hemaggluti-
nin-A epitope (Covance, San Diego, CA, USA); CYLD,
Bcl3, bax, actin, ﬁbrillarin (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
London, UK); phospho-NF-kB p65, ubiquitin, cleaved
caspase-3 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA);
IKKb , IKKg/NEMO (IMGENEX, San Diego, CA, USA);
b-catenin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); cyclin D1
(NeoMarkers, Fremont, CA, USA); p52 (Abcam, Cambridge,
UK) and tubulin (Sigma, St Louis, MO, USA). For
immunoprecipitation, total lysates were obtained from un-
treated or human TNFa-treated (50ng/ml; Sigma) C57 cells.
See Supplementary Information for additional details.
Immunohistochemical and immunoﬂuorescence staining
Cells were ﬁxed in methanol/acetone (1/1). Murine tumors
were ﬁxed in 70% ethanol and embedded in parafﬁn. Cells and
tumor sections were stained with antibodies against keratins
K1, K5 (Covance); K10 (Sigma); keratin K13 (Abcam);
keratin K8 (TROMA 1); CD31, E-cadherin (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) and BrdU (Roche, Mannheim,
Germany).
NF-kB activity assay
Activation of the NF-kB pathway was determined by the NF-
kB p50/p65 EZ-TFA Transcription Factor Assay that
measures the active form of NF-kB in protein extracts by
using a double-stranded biotinylated oligonucleotide contain-
ing the consensus sequence for NF-kB binding (Millipore,
MA, USA). We have followed manufacturer’s instructions.
See further description in the Supplementary Information
section.
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Wound healing assay
Cells growing in monolayer cultures were incubated 2 h in
DMEM plus 5 mg/ml of mitomycin C, and then washed with
PBS. After 1 h, a ‘scratch’ wound was created in vitro by
scraping the cell monolayer with a sterile pipette tip.
Colony-forming assay
A total of 3 and 6 102 cells were seeded per duplicate in
DMEM-10% fetal bovine serum in p100 plates. Media were
replaced every 4 days.
Northern blotting
Total RNA was isolated using TRIzol (Molecular Research
Center Inc., Cincinnati, OH, USA) following manufacturer’s
instructions. In all, 20mg/lane of RNA were probed for the
expression of VEGF-A, Tsp-1 and Tsp-2 (Casanova et al., 2002).
Enzyme-linked immunosorbent assay
Secreted VEGF-A isoform was measured in culture medium by
enzyme-linked immunosorbent assay using a commercial kit,
following manufacturer’s instructions (Quantikine Mouse
VEGF Immunoassay; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Xenograft model of skin carcinogenesis
Tumors were induced in nude mice (Hsd-Athymic Nude,
Harlan, Barcelona, Spain) by subcutaneous ﬂank inoculation
of 106 PDVC57 Control or -CYLDC/S cells. Experimental
procedures were performed according to European and
Spanish laws.
Vascular permeability assay
Plasma leakage was determined using Evans blue dye as
previously described (Thurston et al., 1998).
Abbreviations
NMSC, non-melanoma skin cancer; HA, hemagglutinin-A.
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Resumen del trabajo “CYLD regulates keratinocyte differentiation and skin 
cancer progression in humans”. Cell Death Dis. 2011 Sep 8;2:e208. doi: 
10.1038/cddis.2011.82. 
La piel es el órgano que presenta más enfermedades, entre ellas enfermedades 
inflamatorias y cáncer de piel. La capa más externa de la piel es la epidermis, que 
constituye la barrera más importante del cuerpo frente al ambiente externo hostil. La 
epidermis es un epitelio estratificado, cornificado y polarizado. Está compuesta por 
capas de queratinocitos que proliferan en su base (queratinocitos basales) y 
diferencian progresivamente a medida que ascienden a capas superiores más 
externas, de modo que cuando están terminalmente diferenciados, pierden su núcleo 
dando lugar a escamas cornificadas. Para que los queratinocitos ejerzan su función 
correctamente es necesario que mantengan un perfecto equilibrio entre su tasa de 
proliferación, diferenciación y apoptosis; también deben conservar su polaridad. Las 
alteraciones en estas propiedades dan lugar al desarrollo de enfermedades, incluido el 
cáncer de piel no melanoma (CPNM). Anteriormente nuestro grupo había descrito la 
importante función que CYLD desempeña como supresor del CPNM en ratón, en 
concreto hemos explicado su acción supresora tumoral de la forma más agresiva del 
CPNM, los carcinomas escamosos cutáneos, cSCC. Sin embargo, aunque se había 
descrito que CYLD se expresaba en la piel, se desconocía qué función desempeñaba 
en ella; tampoco se había estudiado si CYLD actúa como supresor tumoral de los 
cSCC humanos. En este trabajo hemos abordado estas dos cuestiones. En los 
estudios sobre la función de CYLD en la piel hemos utilizado la línea de queratinocitos 
humanos no tumorales HaCaT. Estas células tienen la propiedad de diferenciar in 
vitro, cuando se cultivan en ausencia de suero, formando focos de estratificación que 
expresan la queratina de diferenciación temprana K10. Además, son capaces de 
crecer en cultivos organotípicos 3D (también llamados equivalentes de piel) que imitan 
una piel humana, y están formados por un componente epidérmico de queratinocitos y 
un componente dérmico de fibroblastos. Se transfectaron las células HaCaT de forma 
estable con el cDNA de la forma salvaje de CYLD (CYLDwt), la forma mutada CYLDC/S
(comentada en el artículo anterior), o con el vector vacío. Se eligieron pooles de clones 
(para minimizar cualquier efecto potencial de la selección clonal) transfectados con 
cada una de estas construcciones (las denominamos H-CYLDwt, H-CYLDC/S y H-
Control) y realizamos con ellos experimentos de diferenciación. Encontramos que 
CYLD actuaba como un regulador de la diferenciación epidérmica a través de la vía de 
señalización de JNK: la expresión de CYLDC/S, activaba la vía de JNK e impedía la 
diferenciación epidérmica en los equivalentes de piel H-CYLDC/S. Por el contrario, la 
sobreexpresión de CYLDwt inhibía la activación de JNK y aumentaba la diferenciación. 
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Observamos además que los queratinocitos de  los equivalentes de piel H-CYLDC/S
perdían la polaridad (por deslocalización de β-catenina) e invadían el componente 
dérmico de los cultivos organotípicos. También comprobamos que CYLDwt favorecía la 
apoptosis de los queratinocitos por inducir la expresión de la proteína pro-apoptótica 
Bax, mientras que los queratinocitos deficientes en la actividad catalítica de CYLD 
eran resistentes a apoptosis (inhibían la expresión de Bax). Se ha descubierto también 
el importante papel que desempeña CYLD en el control de la progresión del cáncer de 
piel no melanoma humano. Para la realización de estos estudios se transfectaron las 
células epidérmicas tumorales humanas A431 con las construcciones CYLDwt y 
CYLDC/S y se realizaron experimentos de xenoinjerto por inoculación subcutánea de 
las células A-CYLDwt, A-CYLDC/S y A-Control en ratones inmunosuprimidos. Se 
comprobó que las células A-Control originaban cSCC sólidos y poco diferenciados, de 
elevada malignidad; sin embargo, la expresión de niveles aumentados de CYLDwt en 
los cSCC humanos era capaz de revertir la malignidad tumoral, ya que frente a los 
cSCC poco diferenciados que originaban las células A-Control, los tumores A-CYLDwt 
consistían en quistes benignos o en cSCC que habían regresado y estaban 
necrosados. En todos los casos los tumores A-CYLDwt eran más diferenciados, 
presentaban menor angiogénesis (con vasos sanguíneos estrechos y maduros) y 
mayor índice de apoptosis que los tumores A-Control. Por el contrario, la inhibición 
funcional de CYLD aumentaba la agresividad tumoral, dando lugar a la aparición de 
carcinomas de células fusiformes, caracterizados por ser muy indiferenciados, 
presentar una angiogénesis muy incrementada (con vasos sanguíneos grandes y 
permeables) y ser resistentes a apoptosis. Por tanto nuestros resultados indican que 
CYLD es un supresor primordial del desarrollo y la progresión de los cSCC humanos, 
ya que su expresión es capaz de hacer regresar cSCC muy agresivos. Los 
mecanismos a través de los cuales CYLD ejerce esta función son su acción anti-
angiogénica, pro-apoptótica y promotora de la diferenciación epidérmica. Estos 
hallazgos sobre la influencia de CYLD en el pronóstico del cáncer de piel humana 
hacen que nuestros resultados sean relevantes desde un punto de vista terapéutico, y 
abren nuevas vías para explorar terapias contra los cSCC más agresivos. 
Aportación personal al trabajo 
Parte experimental: 
Mantenimiento de las líneas celulares en cultivo para la obtención de los 
equivalentes de piel. Caracterización bioquímica de diferentes vías de señalización en 
situación basal o tras estimular las células en monocapa de diferentes maneras (TNF-
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α y radiación UV). Estudio de los equivalentes de piel por técnicas de 
inmunohistoquímica y de Western Blot. Estudios de la funcionalidad del transgén (por 
inmunoprecipitación y Western Blot). Realización de experimentos de carcinogénesis 
por xenoinjerto de las células A431 epidérmicas tumorales humanas de los tres 
genotipos (Control, CYLDwt y CYLDC/S) en ratones inmunodeficientes. Seguimiento de 
la aparición de tumores (observación y medición de su evolución en días alternos). 
Sacrificio de animales para recogida de muestras y conservación en formol y/o N2 
líquido para su posterior evaluación. Análisis de los tumores de las células A431 por 
inmunohistoquímica y  Western Blot. 
Elaboración del artículo: 
Discusión de resultados y elaboración de figuras incluidas en el artículo. 
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CYLD regulates keratinocyte differentiation and skin
cancer progression in humans
JP Alameda1, MJ Ferna´ndez-Acen˜ero2, R Moreno-Maldonado1, M Navarro1, R Quintana1, A Page1, A Ramı´rez1, A Bravo3
and ML Casanova*,1
CYLD is a gene mutated in familial cylindromatosis and related diseases, leading to the development of skin appendages tumors.
Although the deubiquitinase CYLD is a skin tumor suppressor, its role in skin physiology is unknown. Using skin organotypic
cultures as experimental model to mimic human skin, we have found that CYLD acts as a regulator of epidermal differentiation in
humans through the JNK signaling pathway. We have determined the requirement of CYLD for the maintenance of epidermal
polarity, keratinocyte differentiation and apoptosis. We show that CYLD overexpression increases keratinocyte differentiation
while CYLD loss of function impairs epidermal differentiation. In addition, we describe the important role of CYLD in the control
of human non-melanoma skin cancer progression. Our results show the reversion of the malignancy of human squamous cell
carcinomas that express increased levels of CYLD, while its functional inhibition enhances the aggressiveness of these tumors
which progress toward spindle cell carcinomas. We have found that the mechanisms through which CYLD regulates skin cancer
progression include the control of tumor differentiation, angiogenesis and cell survival. These findings of the role of CYLD in
human skin cancer prognosis make our results relevant from a therapeutic point of view, and open new avenues for exploring
novel cancer therapies.
Cell Death and Disease (2011) 2, e208; doi:10.1038/cddis.2011.82; published online 8 September 2011
Subject Category: Cancer
The epidermis is a stratified squamous epithelium composed
mainly of keratinocytes. Basal keratinocytes proliferate and
give rise to differentiated cells, which, upon full maturation,
undergo enucleation and generate the squamous cornified
layer.1 Several molecules have been found to develop
important roles in this differentiation process. Among them,
the c-Jun-NH2-terminal kinase (JNK) signaling pathway has
an emergent role,2,3 as the inhibition of JNK activity in
keratinocyte induces epidermal differentiation (stratification
and production of cornified envelopes), while augmented JNK
activity delays or inhibits keratinocyte differentiation.2 To be
functional, keratinocytes must also maintain an apico-basal
polarization, b-catenin being an important molecule to the
generation of a polarized epithelial phenotype;4,5 that is,
perturbed b-catenin location (cytoplasmic localization and
reduced membranous expression) is associated to lack of
differentiation, invasive potential and aggressive behaviour6
in tumors. Disturbances of the balance proliferation/
differentiation/apoptosis of the epidermis result in epidermal
disorders, such as hyperplasia, psoriasis and skin cancer.
Non-melanoma skin cancers (NMSC): basal cell carcinomas
(BCC) and squamous cell carcinomas (SCC) are the most
common human malignancies.
CYLD is a tumor suppressor gene that was originally
identified as a gene mutated in familial cylindromatosis, a
genetic condition that predisposes patients for the develop-
ment of skin appendages tumors.7 CYLD deubiquitinating
activity removes lysine-63 polyubiquitin chains.7 Most of the
mutations within the CYLD locus are located toward the
carboxyl terminus of the protein, the position of the catalytic
residues of ubiquitin hydrolase.8,9 Depending on the cellular
context CYLD negatively regulates NF-kB and/or JNK-
signaling pathways, resulting in suppression of cell prolifera-
tion.10–13 In keratinocytes, JNK activation promotes cell
proliferation and inhibits differentiation,2 whereas NF-kB
appears uninvolved in epidermal differentiation.14,15
Besides its role in the familial cylindromatosis, additional
studies have associated CYLD downregulation with the
development of other types of human cancer including tumors
of colon, lung and kidney, as well as melanomas and cervical
and hepatocellular carcinomas.16–20 Recently, we have
demonstrated a relationship between the inhibition of CYLD
function and an increase in aggressiveness of mouse
NMSC.21 However, although CYLD is ubiquitously expressed
and its function as tumor suppressor is being actively
investigated, little is known about its role in the homeostasis
of the different tissues; particularly in the skin.
In this study we have analyzed the role of CYLD in the
homeostasis and carcinogenesis of human skin. We have
used skin organotypic cultures (also named skin equivalents)
as experimental model to mimic human skin in vitro. Similar to
the epidermis, the epithelium of the skin organotypic culture
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stratifies and differentiates. This model has allowed us to
increase the expression or to inhibit the function of CYLD in a
human-like context. As a result, we have found that forced
expression of wild-type CYLD (CYLDWT) both in HaCaT
keratinocytes and in the skin equivalents enhances keratino-
cyte differentiation, while the inhibition of CYLD function by
expression of a catalytically inactive form of CYLD impairs
epidermal differentiation. CYLDWT overexpression is also
able to induce the differentiation of human A431 squamous
carcinoma (SCC) cell line. Our results show that CYLD
controls skin differentiation through the JNK signaling path-
way. In addition, using an in vivo xenograft model of skin
carcinogenesis, we describe the important role of CYLD in the
control of human NMSC progression.
Results
Forced expression of CYLDWT in human keratinocytes. The
HaCaT cell line, a non-tumoral immortalized human epidermal
cell line commonly used in epidermal biology studies,22 was
employed. HaCaT cells maintain full epidermal differentiation
capacity: when cultured in the absence of serum, they form
stratification domes and express the early differentiation marker
keratin K10.22 Moreover, they are able to grow in organotypic
cultures.23 HaCaT cells were stably transfected with the
CYLDWT cDNA under the control of the b-actin promoter
(b-actin-CYLDWT) or with the empty vector. Pooled stable
transfectants carrying either construct were used to minimize
any potential effect of clonal selection. They were designated as
H-CYLDWT and H-control cells (expressing the CYLDWT
transgene and the empty vector, respectively). Western
blotting against CYLD showed that H-CYLDWT cells had
increased levels of CYLD (Figure 1a) compared with the
endogenous levels of CYLD in the H-control cells.
Increased CYLDWT expression enhances the
differentiation of human keratinocytes in culture. We
analyzed the differentiation properties of H-control and
H-CYLDWT cells. By day 7 of growth in absence of serum
all the H-CYLDWT pools of cells showed well-formed
stratification domes, while in H-control cells the first (still
rudimentary) domes were detected at day 14 (Figure 1b).
The analysis of the early differentiation marker keratin K10,
not expressed in undifferentiated cells, shows that at day 6 of
differentiation the H-CYLDWT cells showed very high levels of
K10, while the H-control cells did not show these levels of
K10 expression until day 13 of differentiation (Figure 1c).
Abundant cell death was observed in the supernatants of
both, differentiated and conventional H-CYLDWT monolayer
cultures; the analysis of the pro-apoptoctic protein
Bax showed that it was highly expressed in the H-CYLDWT
cells compared with the low levels of expression found in the
H-control cells (Figure 1d). Moreover, after UV light
stimulation (an inductor of apoptosis in keratinocytes),24
Bax was highly induced in the H-CYLDWT cells (Figure 1d).
Therefore, our results indicate that H-CYLDWT cells are
prone to differentiation in addition to presenting a high rate of
apoptosis.
Figure 1 Properties of transfected HaCaT CYLD cells. (a) Western blot showing CYLD overexpression in one of the H-CYLDWT pools (H-Co, H-Control cells). Tubulin was
used as loading control. (b) H-control and H-CYLDWT cells differentiation cultures. Red circles: stratification domes (c) (top) keratin K10 RNA levels in H-control and H-CYLDWT
cells detected by northern blotting at the stated times (days); 7S, loading control. (bottom) Graphical representation of the northern blotting signals relative to those of loading
controls (arbitrary units). The difference in K10 content between cells of both genotypes is statistically significant at 6, 10 and 13 days of differentiation. (d) Western blot of
proteins from H-control, H-CYLDWT and H-CYLDC/S cells in the basal state or after UV stimulation showing an increase in JNK activation in the H-CYLDC/S cells and a
reduction in the H-CYLDWT. Analysis of Bax expression. Actin was used as loading control. Western blots were performed 3–4 times
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Increased CYLD expression enhances the differentiation
of keratinocytes in human skin equivalents. Organotypic
skin cultures were established with both H-control and
H-CYLDWT cells. H-control skin (6-day) equivalents were
composed by 3–4 layers of keratinocytes distributed in well
distinguishable strata: a basal layer with cylindrical cells
of large nuclei; 1–2 layers of suprabasal cells of small
nuclei and a superficial stratum containing flattened cells
with the nuclei parallel to the basal membrane (Figure 2a).
More engrossed epithelium was found in the H-CYLDWT
skin equivalents that contain 6–7 layers of keratinocytes,
including higher number of flattened suprabasal cells (3–4
layers), which suggested an increased differentiation
(Figure 2c). According to these histological characteristics,
the differentiation marker keratin K1 was widely expressed
in the 6-day H-CYLDWT skin equivalents, (Figure 2d)
whereas there was scarce K1 expression in 6-day-H-
control organotypic cultures (Figure 2b). By 12 days of
growth in air–liquid interface, H-control skin equivalents
showed increased stratification (with respect to that
observed at 6 days of culture), showing a higher number of
suprabasal cells containing abundant cytoplasm and
some apoptotic cells (Figure 2e). By this time point,
CYLDWT organotypic cultures also have increased their
number of suprabasal cells, and strikingly, there were
very high number of apoptotic cells (Figure 2g). Cleaved
caspase 3 staining confirmed the abnormally high number of
apoptotic cells present in the suprabasal and the
intermediate cell layers of H-CYLDWT skin equivalents
(Figures 2f and h).
The decreased JNK pathway activation in the H-CYLDWT
cells appears as a plausible mechanism for CYLD
induction of keratinocytes differentiation. JNK signaling
is a relevant pathway for keratinocyte differentiation and it is
negatively regulated by CYLD.13 The analysis of JNK
phosphorylation (activation) in H-CYLDWT cells showed
decreased activation of JNK with respect to that of
H-control cells in the non-stimulated state (Figure 1d,
middle row). No differences were found between H-control
and H-CYLDWT cells in response to UV stimulation
(Figure 1d). Our results showing increased differentiation of
the H-CYLDWT cells that present a diminished JNK
activation, are in agreement with the previous studies
reporting increased keratinocyte differentiation as a
consequence of JNK activity inhibition.2
The inhibition of CYLD function in keratinocytes
enhances the activation of the JNK pathway. To further
confirm the CYLD function as regulator of keratinocyte
differentiation and the relevance of the JNK pathway
activation as a mechanism through which it may exerts its
function, we generated HaCaT cells expressing a
catalytically deficient CYLD mutant (CYLDC/S) that carries
the 601C/S point mutation in the cysteine box of the
deubiquitinase.10 The expression of this transgene results
in a catalytically inactive protein that competes with the
endogenous CYLD.10,12,20,21,25 HaCaT cells were stably
transfected with CYLDC/S cDNA under the control of the
b-actin promoter or with the empty vector, and different pooled
stable transfectants were collected (designated as H-CYLDC/S
and H-control cells). Western blot analysis showed increased
levels of CYLD in the H-CYLDC/S cells (Figure 3a).
We proved the lack of deubiquitination function of CYLD in
the H-CYLDC/S cells (Figure 3b). We then studied the JNK
activation pathway in the H-CYLDC/S cells. Both H-control and
H-CYLDC/S cells were UV-irradiated and JNK activation in
response to irradiation was analyzed. We found that JNK was
highly activated after UV stimulation in the H-CYLDC/S cells
(Figure 1d). Therefore, our results show that in human
keratinocytes the activation of JNK pathway was increased
by the functional inhibition of CYLD while, consistently, it was
diminished by the overexpression of CYLDWT (Figure 1d).
The diminished function of CYLD impairs the
differentiation of keratinocytes in human HaCaT skin
equivalents. H-CYLDC/S skin equivalents were established.
By 10 days of air-phase growth, H-control organotypic
cultures formed a well-arranged tissue structure (Figure 3c)
with a basal layer formed by cylindrical cells of large nuclei
and 4–6 layers of suprabasal cells, being the most superficial
flattened cells with small nuclei in parallel to the basal
membrane (Figure 3c). In contrast, 10-days H-CYLDC/S skin-
equivalents showed a higher number of cell layers than the
H-control skin equivalents, presenting heterogeneity in size,
shape and orientation of the nuclei, resembling a
disorganized epidermis with loss of cell polarity (Figure 3d).
Cells invading the subjacent matrix were also frequently seen
in the H-CYLDC/S skin equivalents (Figures 3e and j). To
ascertain the possible cause of the loss of cell polarity
observed in the CYLDC/S keratinocytes, we analyzed the
Figure 2 Increased differentiation and apoptosis in H-CYLDWT skin equivalents.
(a–d) Skin (6-day) equivalents showing increased differentiation of H-CYLDWT
organotypic cultures by histological examination (a and c) and by K1 staining
(b and d). Arrow in (a): example of stratified cell; sl, suprabasal layers. (e–h) Skin
(12-day) equivalents showing increased apoptosis in the H-CYLDWT skin
equivalents by histological observation (e and g) and by anticleaved caspase 3
staining (C3C) (f and h). Arrows in e and g: apoptotic nuclei
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expression of b-catenin, as this is a relevant protein for the
generation of a polarized epithelial phenotype.4,5 We found a
normal, membranous localization of b-catenin at the cell–cell
contacts of almost all the cell layers in both H-control and
H-CYLDWT skin equivalents (Figure 3k); by contrast,
H-CYLDC/S skin equivalents showed a disorganized
b-catenin location, that even was absent in most of the
suprabasal cells (Figure 3k). Even more, we also found that
in H-CYLDC/S monolayer cultures, b-catenin appeared
forming dots or diffusely distributed in the cytoplasm of
most of the cells (Figure 3l), in sharp contrast with the
membranous pattern of b-catenin staining at the cell–cell
contacts found in both H-control and H-CYLDWT cells.
To analyze the differentiation of both the H-CYLDC/S and
H-control skin-equivalents, we studied the expression of
involucrin, a marker of early differentiation. We found an
extensive staining in the suprabasal layers of H-control
organotypic cultures (Figure 3f). However, H-CYLDC/S skin
equivalents only showed a very scarce involucrin staining,
indicating their lack of differentiation (Figure 3g).
Cleaved caspase 3 immunostaining showed an important
reduction in the number of apoptotic cells in H-CYLDC/S
organotypic cultures (Figures 3i and j), compared with
H-control skin equivalents (Figure 3h), suggesting that
CYLDC/S confers protection against cell death by apoptosis
in human keratinocytes. Remarkably, these features found in
H-CYLDC/S skin equivalents, that is, loss of cell polarity,
altered b-catenin distribution, lack of differentiation, presence
of invasion foci and cell resistance to apoptosis, are
alterations that could evolve to epithelial dysplasia and pre-
malignant changes.
Generation of human A431 squamous carcinoma
cells expressing increased levels of CYLDWT or the
catalytically inactive CYLDC/Smutant. To investigate the
role of CYLD in the progression of human skin cancer, we
generated A431 cells expressing the b-actin-CYLDWT and
b-actin-CYLDC/S constructs (Figure 4a; Supplementary
Information SI-1a). They were designated as A-CYLDWT,
A-CYLDC/S and A-control cells. We checked that the
Figure 3 Functional analysis of H-CYLDC/S cells. (a) Western blot showing CYLD overexpression in two H-CYLDC/S pools (C/S 1 and C/S 2). (b) Deubiquitination of IKKg/
NEMO (by CYLD) in H-control and H-CYLDC/S cells before (0) or after (300 and 600) TNF-a stimulation. IKKg-immunoprecipitated samples were probed with an antiubiquitin
antibody (upper panel) then reprobed with an antibody against IKKg (lower panel). Observe that TNF-a stimulation failed to increase the polyubiquitination of IKKg in the H-
control cells. By contrast, TNF-a stimulation resulted in significant polyubiquitination of IKKg in the H-CYLDC/S cells. (c–e) Hematoxylin/eosin staining of 10-day skin
equivalents showing the altered morphology of H-CYLDC/S skin equivalents (d and e) versus H-control organotypic cultures (c); arrows in (e and j): foci of invasion. (g)
Impaired differentiation of H-CYLDC/S organotypic cultures as studied by involucrin (invol) staining compared with the differentiated H-control skin equivalents (f). (i–j) Cleaved
caspase 3 (C3C) immunostaining showing the resistance to apoptosis of the H-CYLDC/S skin equivalents compared with H-control organotypic cultures (h). (k and l) b-catenin
expression in H-control, H-CYLDWT and H-CYLDC/S keratinocytes growing as monolayers (l) or in the skin equivalents (k)
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A431-CYLDC/S cells have impaired the CYLD
deubiquitination activity (Supplementary Figure SI-1b).
Increased CYLDWT expression in the A431 human
squamous carcinoma cells induces a differentiated
phenotype of the cells in vitro and an increase in cell
death by apoptosis. Stratification domes were formed in
conventional cultures of A-CYLDWT cells (Figure 4b),
suggesting the spontaneous differentiation of the
A-CYLDWT cells. The presence of K10 staining in the
A-CYLDWT cells and its absence in both, A-control and
A-CYLDC/S cultures, confirmed their more differentiated
phenotype (Figure 4c). Additionally, abundant dead cells
were found in the supernatants of A-CYLDWT cells coincident
with elevated levels of expression of the pro-apoptotic protein
Bax, while low expression or absence of Bax were detected
in A-control and A-CYLDC/S cells, respectively (Figure 4a).
JNK activity is enhanced in A-CYLDC/S cells and
inhibited in A-CYLDWTcells. We analyzed the JNK
pathway and found that in the non-stimulated state, the
A-CYLDC/S cells presented an enhanced JNK activity
(Figure 4d). In addition, A-CYLDC/S cells also showed
increased levels of P-JNK upon TNF-a stimulation. On the
contrary, CYLDWT overexpression leads to a diminished JNK
activation both in non-stimulated and in TNF-a-stimulated
A-CYLDWT cells (Figure 4d). The fact that the overexpression
of CYLD in A431 cells and its functional inactivation lead to
opposite effects in JNK activation, reinforces the relevance of
this signaling pathway as mediator of CYLD functions in the
A431 cells and is in agreement with the results found in the
HaCaT keratinocytes.
Increased CYLDWT expression in human squamous
carcinoma cells improves the malignant phenotype of the
SCCs while CYLDC/S enhances their aggressiveness. We
performed xenograft carcinogenesis assays of the A431 cells.
A-control, A-CYLDWT and A-CYLDC/S cells were injected into
nude mice. The latency of macroscopic tumor appearance was
similar, approximately 1 week, in the three cases (data not
shown). Histologically, A-control tumors were solid SCCs and
poorly differentiated (Figures 5a–c). By contrast, tumors
originated from A-CYLDWT were of better prognosis as in
addition to poorly differentiated areas, they exhibit extensive
regions of necrosis in the core of the tumor (Figures 5d–f);
moreover, we also found A-CYLDWT tumors consisting of
benign cysts (Figures 5g–i). These features are compatible with
the regression of the tumor. On the other hand, A-CYLDC/S
tumors showed worse prognosis than A-control tumors, as they
were anaplastic SCCs with high grade of cellular atypia and
fusocellular morphology, resembling sarcomas or spindle-cell
carcinomas (Figures 5j–k).
The immunohistochemical analysis showed increased
expression of CYLD in both A-CYLDWT and A-CYLDC/S
tumors compared with the expression in A-control SCCs
(Figure 6). Low levels of expression of keratins K10 and K1 –
reliable markers of well-differentiated tumors– were noted in
A-control andA-CYLDWTSCCs, and theywere not detected in
A-CYLDC/S carcinomas (Figure 6 and data not shown).
Keratin K8, a marker of malignancy in skin tumors26 showed
extensive staining in both A-control and A-CYLDC/S carcino-
mas, while it was scarcely expressed in A-CYLDWT tumors
(Figure 6). K5 is a keratin typical of stratified epithelial tissues,
expressed by normal skin and skin tumors that are lost in the
later stages of tumor progression, that is, in spindle cell
carcinomas. In agreement to their spindle-like phenotype,
A-CYLDC/S tumors exhibited areas lacking K5 expression
(Figure 6). CD31 staining analysis of tumor blood vessels
showed a network of large and lacunar vessels in A-CYLDC/S
tumors while those found in A-CYLDWT were predominantly
small and narrow; blood vessels developed in
A-control carcinomas had an intermediate lumen diameter
(Figures 7a–c). The analysis of a-smooth muscle actin (SMA),
a marker of smooth muscle cells and pericytes, showed a
discontinuous expression in the A-CYLDC/S tumors indicating
the immature and leaky nature of the blood vessels
(Figure 7f). By contrast, the vessels of the A-CYLDWT tumors
were strongly stained demonstrating a mature and imperme-
able vascular phenotype (Figure 7d). A-control tumors
presented weak SMA staining although predominantly in a
continuous way (Figure 7e). Therefore, the vasculature
analysis indicates an increased angionesis in A-CYLDC/S
SCCs and consequently, poor prognosis. Finally we also
check that A-CYLDWT tumors were prone to undergo
apoptosis (SI-2).
Figure 4 Characterization of A-CYLDWT and A-CYLDC/S cells. (a) Western blot
analysis of CYLD and Bax expression in total protein extracts from A431 cells of the
three genotypes. (b) Monolayer culture of A-control, A-CYLDWT and A-CYLDC/S
cells. Red circles: foci of spontaneous differentiation. Note the scattered phenotype
of A-CYLDC/S cells and its loose growth in culture. (c) Immunofluorescence showing
expression of K10 in A-CYLDWT cells. (d) Western blot of protein extracts from A-
control, A-CYLDWT and A-CYLDC/S cells in unstimulated or after UV stimulation.
Note the increase in JNK activation in A-CYLDC/S cells and the reduction in the
A-CYLDWT cells
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Discussion
Here we describe that CYLD acts as regulator of epidermal
differentiation in humans. Our data demonstrate that altera-
tions in CYLD expression in keratinocytes disrupt normal
epidermal homeostasis: the forced expression of CYLDWT in
human HaCaT keratinocytes and the skin equivalents
enhance keratinocyte differentiation. By contrast, the expres-
sion of a mutant CYLDC/S that inhibits the endogenous CYLD-
deubiquitination function impairs keratinocyte differentiation.
We have found that JNK signaling pathway could be
mediating the effects of CYLD in epidermal differentiation. In
fact, it was previously reported that the inhibition of JNK
activation in keratinocyte cultures in vitro induces almost all
aspects of epidermal differentiation in vivo, including stratifi-
cation and even production of cornified envelopes.2 By
contrast, augmented JNK activity delays or inhibits keratino-
cyte differentiation.2 In line with these results, we have found
diminished JNK activation in keratinocytes expressing
CYLDWT, concomitant with an enhanced epidermal differ-
entiation of the CYLDWT skin equivalents; additionally, we
have found increased JNK activation in the CYLDC/S
keratinocytes associated to an impaired epidermal differentia-
tion of the CYLDC/S skin equivalents. This finding is relevant
for our understanding of both the normal epidermal differ-
entiation and its perturbations during pathological conditions.
Importantly, we have discovered that CYLDWT also
promotes the differentiation of A431 tumoral keratinocytes
through inhibition of JNK activation. It may be significant
clinically, because attenuating JNK activity could become a
differentiation therapy-based approach for skin cancer in
general and for tumors developed by familial cylindromatosis
patients in particular.
Another finding of this study is the increased rate of
apoptosis induced by CYLDWT both in tumoral and non-
tumoral human keratinocytes. This effect could be the
consequence of the lack of JNK-mediated cell survival
signaling due to the diminished JNK activation in these
cells.27 Our present results showing increased apoptosis in
cells, and importantly, in skin tumors overexpressing
CYLDWT, constitute an important finding for the identification
of the mechanisms through which CYLD exerts its role as a
tumor suppressor.
In addition to the impairment of keratinocyte differentiation,
we have found that CYLDC/S expression provokes other
alterations in skin equivalents such as the loss of cell polarity,
Figure 5 Hematoxilin/eosin staining of A-control, A-CYLDWT and CYLDC/S tumors. (a–c) A-control tumors are solid undifferentiated SCCs. (d–f) A-CYLDWT tumors
contain large cavities as a result of tumor degeneration (arrow in d) (g–i); often they also form cystic, differentiated structures. (j–k) A-CYLDC/S SCCs are spindle-shape
tumors. Compare the cords of fibroblasts-like cells forming the mutant tumors with the keratinocytes of the A-control SCCs (c). Tumors (10–12) of each type were analyzed
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likely due to the loss of b-catenin membranous distribution
and its cytoplasmic accumulation. Maintenance of cell
polarity is an essential requirement for the functionality and
homeostasis of epithelial tissues, being b-catenin a key
molecule in the maintenance of epithelial architecture as it
regulates the polarity of cells and tissues.28 Other features of
the H-CYLDC/S skin equivalents are the formation of foci of
basal invasion and resistance to apoptosis. Altogether, these
changes could lead to epithelial dysplasia and reflect pre-
malignant modifications, such as loss of epithelial differentiation
and cell polarity, and the acquisition of invasive properties are
frequently observed in malignant transformation. According to
these pathological alterations found in H-CYLDC/S skin equiva-
lents, CYLDC/S expression in A431 squamous carcinoma cells
Figure 6 Immunocharacterization of A-control, A-CYLDWT and A-CYLDC/S tumors. Staining with specific antibodies against CYLD, K10, K8 and K5. The increased K8
expression in the A-CYLDC/S tumors, together with lack of K5 and K10 staining are indicative of an aggressive phenotype. Tumors (10–12) of each type were analyzed
Figure 7 CYLDWT expression decreases tumor angiogenesis, while loss of CYLD function enhances the vascularization of skin tumors. (a–c) CD31 staining of blood
vessels. Note the smaller size of the vessels in the A-CYLDWT tumors compared with that of A-CYLDC/S SCCs. (d–f) SMA staining. Representative tumors are shown in each
panel. Similar data were obtained in five tumors of each genotype. Arrows in (e) indicate the blood vessels. Arrowheads in (f) mark the extremes of the blood vessels. Six
tumors of each type were analyzed
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induces an enhancement of their malignancy in carcinogenesis
assays.
Several mechanisms have been proposed through which
loss of CYLD may exert a role in tumor promotion. One of
them is the hyperactivation of antiapoptotic signals in absence
of functional CYLD in tumoral cells;29 previously we described
that CYLDC/S induced resistance to apoptosis in mouse skin
tumors;21 here we also extend this property to human skin
cancer. We have also showed that CYLDC/S expression
enhances angiogenesis in mouse skin carcinomas,21 what
constitutes a prominent feature of skin tumor progression.30
Here we have also confirmed that in human SCCs CYLDC/S
expression leads to a strong angiogenesis, increasing the size
and permeability of blood vessels. Importantly, we have found
as well that CYLDWT overexpression in SCCs reduces the
diameter of the blood vessels and augments its maturity,
which possibly make them unable to supply the nutrients
needed for tumor progression.
Therefore our study is relevant because it established the
role that CYLD has in normal skin physiology. The use of our
skin equivalent model has allowed us to determine the
importance of CYLD for the maintenance of epidermal
polarity, keratinocyte differentiation and apoptosis. In addi-
tion, our results show the reversion of the malignancy of the
SCCs that express increased levels of CYLDWT. The increase
in apoptotic cell death of the A-CYLDWT tumors, together with
the reduced angiogenesis could be responsible of the
A-CYLDWT tumor regression observed in the carcinogenesis
assays. Accordingly, SCCs defective in CYLD function are
very aggressive as revealed by their progression toward
spindle cell carcinomas, resistance to apoptosis and
increased angiogenesis. These findings of the in vivo
influence of CYLD in cancer prognosis make our results
relevant from a therapeutic point of view, and open new
avenues for exploring novel cancer therapies.
Materials and Methods
DNA constructs. CYLDC/S cDNA was kindly provided by Dr. R Bernards and
subcloned under the control of b-actin promoter.21 b-actin-control construct has
been described.21
Cells and culture conditions. HaCaT and A431 cells were cultured
in DMEM and 10% FCS. Cells were permanently transfected using the calcium
phosphate method. In all transfections, the corresponding empty vectors were used
as controls. Resistant colonies were selected using G418 and pooled (each pool
was formed from approximately 20 different colonies). To allow HaCaT in vitro
differentiation, cells were seeded and after reaching 60–80% confluence were
grown in culture medium without FCS for different days.22 Experiments were
performed with 2–3 different pools of transfected cells of each genotype.
TNF-a and UV stimulation. When required, cells were treated with human
TNFa (50 ng/ml; Sigma, Saint-Louis, Missouri, USA) or irradiated with UVB for the
indicated times. For UVB irradiation, a Waldmann lamp (UV236B, TECNOSA,
Nuevas Tecnologı´as SA, Barcelona, Spain)) was used. The light emitted was within
the UVB range (280–320 nm), with a peak emission at 312 nm. HaCaT cells in PBS
were irradiated with 800 mJ/cm2 dose of UVB for 2 min. After irradiation, the cells
were put in pre-warmed medium (371C) and collected 3 hs after irradiation.
Immunoblots. Antibodies used were: Actin, Bax, P-JNK, CYLD, tubulin
(Sigma); ubiquitin (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); IKKg/NEMO
(IMGENEX, San Diego, CA, USA). For immunoprecipitation, total lysates were
obtained from untreated or TNFa-treated (50 ng/ml; Sigma) HaCaT and A431 cells.
A total of 300mg of lysate were immunoprecipated with and the anti-IKKg antibody
and resolved on an SDS gel; probed with an antiubiquitin antibody, then stripped
and reprobed with an antibody against IKKg (to show the amounts of IKKg
immunoprecipitated).
Skin equivalents preparation. Human dermal fibroblasts were obtained
according to Meana et al.31 To generate skin equivalents, 1.5 ml of fibrinogen
solution (from cryoprecipitated pig blood) was added to 5 ml of keratinocyte growth
medium containing 2.5 105 dermal fibroblasts. Immediately after that, 0.5 ml of
0.025 mM Cl2Ca, with 5.5 IU of bovine thrombin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA) was added. The mixture was then placed on polycarbonate inserts (4mM
porous) in a six-well culture plate (Corning Costar Corp., Cambridge, MA, USA) and
allowed to solidify at 37 1C for 2 h; 106 HaCaT cells were seeded on the fibrin matrix
and grown to confluence. After 48 h of seeding, organotypic cultures were raised to
the air–liquid interface for 6–12 days to achieve epidermal stratification.
Northern blotting. Total RNA was isolated by Trizol extraction (Gibco-BRL,
San Francisco, CA, USA) following the manufacturer’s instructions; 10 mg/lane RNA
were probed for the expression of keratin K10.22 A ribosomal 7S RNA probe was
used as a loading control.
Xenograft model of carcinogenesis. Tumors were induced in nude mice
(Hsd-Athymic Nude, Harlan Europe, Barcelona, Spain) by subcutaneous flank
inoculation of 106 A431 control, CYLDWT or CYLDC/S cells. In all, 6–8 mice were
inoculated in both flanks with each type of cells. Tumors were harvested 18 days
post-cell injection. Experimental procedures were performed according to European
and Spanish laws.
Histology and immunohistochemistry. Skin equivalents were fixed in
formalin and embedded in paraffin. A431 tumors were fixed in methanol/acetone
(1/1); in 70% ethanol or in formalin. Sections were stained with H&E for
histopathological evaluation. Cells and tissue sections were stained with antibodies
against keratins K1 (Covance, San Diego, CA, USA); K8, K10, involucrin and SMA
(Sigma-Aldrich); b-catenin, CD31 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) and
cleaved caspase 3 (Cell Signaling Technology).
Immunofluorescence. Cells were fixed in methanol/acetone (1/1). Alexa
Fluor-594 goat antimouse IgG(Hþ L) (Life Technologies SA, Paisley, UK) was used
as fluorochrome.
Statistics. Statistical significance of data was assessed using the t-test and the
Mann–Whitney (Wilcoxon) W test.
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Supplementary Information 
SI-1 Generation of human A431 tumor epidermal cells expressing increased 
levels of CYLDWTor the catalytically inactive CYLDC/S mutant. The A431 human 
tumor epidermal cells were transfected with the β-actin-CYLDWT and β-actin-CYLDC/S 
constructs described above. Pooled transfected cells resistant to G418 from 
approximately 40 different colonies carrying either construct were selected and 
assayed for transgene expression. They were designated as A-CYLDWT, A-CYLDC/S 
and A-Control cells (expressing the CYLDWT and the CYLDC/S transgenes and the 
empty vector respectively). Experiments were performed with 2 different pools of each 
genotype. Western blotting analysis showed that A-CYLDWT and A-CYLDC/S cells had 
increased levels of CYLD compared to endogenous CYLD in the A-Control cells 
(Figure SI a and 5c). Similarly to the previously described effect in other cells types 
(PDVC57-CYLDC/S and HaCaT-CYLDC/S cells), the expression of the catalytically 
inactive CYLDC/S in A431-CYLDC/S cells impairs CYLD endogenous deubiquitination 
activity in these tumor epidermal cells, resulting in significant polyubiquitination of IKKγ 
in A-CYLDC/S cells after TNF-α stimulation (Figure SI b) (34).  
Figure SI-1 
(a) Western blot showing representative examples of the increased levels of total 
CYLD expression in two different pools of A-CYLDWT and A-CYLDC/S cells. (b) 
Deubiquitination of IKKγ/NEMO by CYLD. Endogenous ubiquitination of IKKγ in A-
Control, A-CYLDWT and A-CYLDC/S cells before (0) or after 30’ and 60' of TNF-α 
stimulation. Top panel: immunoprecipitation with an antibody directed against IKKγ 
(300 µg of lysate) probed with an anti-ubiquitin antibody; bottom panel: IKKγ blotting 
showing the amounts of IKKγ used for immunoprecipitation. The assay shows that the 
deubiquitination is less efficient when the CYLDC/S mutant is expressed. 
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SI-2  A-CYLDWT tumors show increased rate of apoptosis. Cleaved Caspase 3 
staining showed that most of the A-CYLDWT tumors undergo apoptosis while A-
CYLDC/S tumors were rather resistant (83.3% of the A-CYLDWT tumors analyzed were 
cleaved Caspase 3 positive, versus 66.6% of the A-Control SCCs, and the 33.0% of 
the A-CYLDC/S tumors). 6 to 8 tumors of each type were analyzed. These results are in 
agreement with those in A431 cell cultures showing that the overexpression of CYLDWT 
sensitizes the cells to apoptosis, while the expression of the CYLDC/S makes them more 
resistant (Figure 4a).  
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Resumen del trabajo “Functional inactivation of CYLD promotes the 
metastatic potential of tumor epidermal cells”. J Invest Dermatol. 2013 
Jul;133(7):1870-8. doi: 10.1038/jid.2013.76. Epub 2013 Feb 20. 
El cáncer de piel no melanoma (CPNM) es el cáncer más común y su incidencia ha 
aumentado notoriamente en todo el mundo. El 20% de los cánceres de piel 
diagnosticados son cSCC, y a pesar de los diversos métodos disponibles de 
tratamiento de este tipo de cáncer, ninguno asegura una curación completa. Se estima 
que una media del 8% de los cSCC se reproducen y el  5% de ellos metastatizan en 5 
años.  Los cSCC metastásicos tienen un comportamiento a largo plazo muy agresivo, 
con una tasa de supervivencia a los 10 años menor del  20%. De estos datos se 
concluye que la mortalidad en el cSCC es un problema importante, teniendo en cuenta 
su gran prevalencia en el mundo. El 70% de pacientes con cSCC metastásico 
presentan una o más de las características establecidas como factores de riesgo de 
metastatizar (tumores más indiferenciados, su localización anatómica, la activación de 
EGFR, etc.), sin embargo el 30% restante de pacientes de cSCC metastásico no 
presentan ninguno de los factores de riesgo, lo que sugiere la existencia de otras 
variables todavía no conocidas que desempeñen un papel importante en su 
metástasis. El objetivo que nos hemos planteado en este trabajo ha sido la 
identificación de factores que puedan ser considerados predictivos de los cSCC muy 
agresivos y con alto riesgo de metastatizar y de los mecanismos por los que ese tipo 
de cSCC metastatiza. En los trabajos previamente comentados hemos concluido que 
el supresor tumoral de tumores de los apéndices de la piel, CYLD, desempeña 
también una función relevante como supresor tumoral de los cSCC: nuestros datos 
indican que la inhibición de la función desubiquitinasa de CYLD en las células 
epidérmicas de los cSCC les confiere características más agresivas, aumentando la 
proliferación celular, migración, supervivencia y angiogénesis tumoral, lo que 
finalmente conduce a un aumento de la progresión maligna de los cSCC. En este 
trabajo hemos estudiado si CYLD desempeña también un papel importante en la 
metástasis de los cSCC. Para la realización de estos estudios se han utilizado las 
células epidérmicas tumorales de SCC PDVC57 que expresan la forma mutada 
CYLDC/S (células C57-CYLDC/S), que como se ha comentado en los artículos anteriores 
carece de actividad catalítica y actúa como dominante negativo, inhibiendo la función 
de CYLD endógeno, y las células C57-Control (que contienen el plásmido vacío). Se 
han  realizado experimentos de metástasis in vivo, mediante la inyección de las células 
C57- CYLDC/S y las C57-Control por la vena de la cola de ratones inmunodeficientes. 
18 días después de la inyección se extrajeron los pulmones y se comprobó la 
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presencia de abundantes focos de metástasis en los ratones inyectados con las 
células C57-CYLDC/S, frente a los escasos focos metastásicos observados en los 
pulmones de los ratones inyectados con las células C57-Control. Las metástasis C57-
CYLDC/S presentaban además gran vascularización, elevada tasa de proliferación y 
expresaban marcadores de progresión maligna como son K8, K13 y Snail (proteína 
esta última que desempeña un papel relevante en la progresión e invasión del CPNM). 
A continuación se analizó en las metástasis la expresión de Maspin, por tratarse de 
una proteína que actúa como supresor tumoral y de metástasis en ciertos tipos de 
cáncer en humanos (principalmente en cáncer  de próstata y mama) y de la que 
nuestro grupo ha encontrado recientemente que puede  desempeñar un papel 
importante en la progresión maligna de los cSCC. Comprobamos que en las 
metástasis C57-CYLDC/S la expresión de Maspin estaba inhibida y determinamos 
mediante ensayos de co-inmunoprecipitación que existía una interacción física entre 
CYLD y Maspin. El análisis de la expresión de Maspin en líneas celulares epidérmicas 
mostró que existía una relación inversa entre los niveles de expresión de Maspin y el 
grado de malignidad de células humanas y murinas, de modo  que las más agresivas 
presentaban una expresión muy reducida de Maspin. Estos resultados se corroboraron 
mediante el estudio de la expresión de Maspin en otras líneas celulares de cSCC (las 
células A431 y las PB) que confirmaron que la inhibición funcional de CYLD reprimía 
Maspin, mientras que la sobreexpresión de CYLDwt (funcional) la aumentaba. Por 
último, y dado que nuestros resultados indicaban que los niveles de expresión de 
Maspin, regulado por CYLD, podían ser un potencial marcador de malignidad de los 
cSCC, analizamos si existía una relación causa-efecto entre la inhibición de Maspin en 
las células C57-CYLDC/S y el incremento de su potencial metastásico. Para ello, 
restauramos la expresión de Maspin en las células C57-CYLDC/S (por transfección 
estable de una construcción con cDNA de Maspin) y realizamos con ellas ensayos de 
metástasis. Estos estudios mostraron que la expresión ectópica de Maspin las células 
C57-CYLDC/S inhibía la metástasis de los cSCC. Por tanto, concluimos que la 
inhibición funcional de CYLD en las células cSCC promueve la metástasis tumoral a 
través de diferentes mecanismos como son la inducción de Snail, el incremento de la 
angiogénesis tumoral y la reducción de la expresión de Maspin.  
Aportación personal al trabajo 
Parte experimental: 
Cultivo de las líneas celulares utilizadas en los diferentes estudios. Clonaje de la 
construcción β-actina-Maspin. Desarrollo del procedimiento experimental del ensayo 
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de metástasis en ratones inmunodeficientes, seguimiento de los animales inyectados, 
realización de las necropsias y recogida de muestras de diferentes órganos en formol 
y N2 líquido. Extracción de proteínas y RNA de muestras de pulmón y de las diferentes 
líneas celulares empleadas. Estudio inmunohistoquímico y por inmunoblot para la 
caracterización de las metástasis pulmonares. Realización de PCRs cuantitativas para 
el análisis de la expresión de Snail en las células C57-Control y C57-CYLDC/S. 
Caracterización en muestras humanas de piel normal y de tumores de apéndices de la 
piel (cilindromas, espiradenomas y tricoepiteliomas) de la expresión de Maspin. 
Elaboración del artículo: 
Discusión de resultados y realización de figuras presentadas en el artículo.
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Functional Inactivation of CYLD Promotes the
Metastatic Potential of Tumor Epidermal Cells
Josefa P. Alameda1, M. Jesu´s Ferna´ndez-Acen˜ero2, Rita M. Quintana1, Angustias Page1, A´ngel Ramı´rez1,
Manuel Navarro1 and M. Llanos Casanova1
CYLD is a tumor-suppressor gene mutated in the skin appendage tumors cylindromas, trichoepitheliomas, and
spiradenomas. We have performed in vivo metastasis assays in nude mice and found that the loss of the
deubiquitinase function of CYLD in squamous cell carcinoma (SCC) cells greatly enhances the lung metastatic
capability of these cells. These metastases showed several characteristics that make them distinguishable from
those carrying a functional CYLD, such as robust angiogenesis, increased expression of tumor malignancy
markers of SCCs, and a decrease in the expression of the suppressor of metastasis Maspin. Restoration of Maspin
expression in the epidermal SCC cells defective in CYLD deubiquitination function significantly reduces their
ability to form metastases, thereby suggesting that the decrease in the levels of Maspin expression plays an
important role in the acquisition of metastatic potential of these cells. In addition, we have characterized Maspin
downregulation in cylindromas, trichoepitheliomas, and spiradenomas carrying functional inactivating mutations
of CYLD, also providing an evidence of the correlation between impaired CYLD function and Maspin decreased
expression in vivo in human tumors.
Journal of Investigative Dermatology (2013) 133, 1870–1878; doi:10.1038/jid.2013.76; published online 21 March 2013
INTRODUCTION
CYLD is a tumor-suppressor gene mutated in hereditary
syndromes that predisposes patients for the development of
skin appendage tumors such as cylindromas, trichoepithelio-
mas, and spiradenomas (Gerretsen et al., 1995; Bignell et al.,
2000; Lee et al., 2005; Young et al., 2006). Here we refer to
all of these tumoral manifestations with the generic name of
cylindromatosis. In addition to inherited tumors, these types of
neoplasias are also found as sporadic tumors. CYLD functions
as a deubiquitinase that removes the lysine-63 polyubiquitin
chains from an array of target proteins involved in signal
transduction and gene regulation (Brummelkamp et al., 2003;
Kovalenko et al., 2003; Trompouki et al., 2003). Most of the
mutations within the CYLD locus are found in the catalytic
residues of ubiquitin hydrolase (Massoumi and Paus, 2007;
Saggar et al., 2008).
We have recently reported on the role of CYLD in the
homeostasis of the skin: it develops an important function in
the maintenance of epidermal polarity, keratinocyte differen-
tiation, and apoptosis (Alameda et al., 2011a).
Nonmelanoma skin cancer (NMSC), i.e., basal cell carci-
nomas and cutaneous squamous cell carcinomas (SCCs), is the
most common form of cancer in the Caucasian population
(Christenson et al., 2005). SCCs account for B20% of all
cutaneous malignancies, and may be very aggressive and
invasive (Moller et al., 1979). Among the factors considered to
play a role as SCC promoters, we have recently shown that the
diminished function of CYLD in tumor epidermal cells
worsens the prognosis of malignant skin tumors through
enhancement of the expression of angiogenic factors and
increase in the nuclear localization of Bcl3, p52, and
b-catenin (Alameda et al., 2010, 2011a). In addition, we
have shown that wild-type CYLD overexpression in human
SCC cells reverts the malignant phenotype of the tumors
(Alameda et al., 2011a). It has also been reported that mice
lacking Cyld are highly susceptible to development of
chemically induced benign skin tumors (Massoumi et al.,
2006), and transgenic mice expressing a catalytically inactive
mutant CYLD develop tumors of increased malignancy
relative to nontransgenic mice (De Marval et al., 2011).
Here we have analyzed whether CYLD may also function as
an inhibitor of metastasis of SCCs. To this aim, we have
performed in vivo metastasis assays in nude mice and found
that the expression in SCC cells of a mutant CYLD lacking the
deubiquitinase function (and acting as a dominant negative
interfering with the endogenous CYLD function) greatly
enhances the lung metastatic capability of these cells. These
metastases showed a strong angiogenesis and the induction of
markers of high aggressiveness of SCCs such as Snail and
keratins K8 and K13. In addition, they also exhibit a
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downregulation of the inhibitor of metastasis Maspin, and we
provide evidences suggesting that this decreased expression of
Maspin is, at least in part, responsible for the enhancement of
the metastatic capacity of the SCC cells lacking the
deubiquitinase function of CYLD.
Maspin is a protein of the Serpin family that acts as a tumor
suppressor inhibiting cellular motility, invasiveness, and
angiogenesis, and providing sensitivity to apoptosis in tumor
cells (Bailey et al., 2006; Khalkhali-Ellis, 2006). Maspin
expression predicts a better prognosis in different types of
cancers: breast, prostate, colon, oral squamous cell
carcinoma, lung, larynx, malignant melanoma, and ovarian
cancer (Shi et al., 2001; Futscher et al., 2004). Maspin also
acts as suppressor of metastasis in different types of cancer
such as prostate, liver, and breast (Luo et al., 2007; Stark et al.,
2010). Little is known about the expression of Maspin in skin
and skin cancer. We have recently found that the diminished
expression of Maspin in mouse skin tumors is a potential cause
for NMSC progression (Alameda et al., 2011b).
Our present data show an inverse relationship between the
grade of malignancy of tumor epidermal cells and the level of
expression of Maspin. We have also found a correlation
between forced CYLD functional inactivation in epidermal
SCC cells and a decreased Maspin expression. This correlation
is also found in vivo in cylindromatosis tumors carrying a
mutated CYLD gene. In addition, we have found a physical
interaction between CYLD and Maspin.
RESULTS
The inhibition of CYLD function in tumor epidermal cells
enhances its capacity to generate lung metastases
Previously, we introduced the mutant CYLDC/S complementary
DNA in the PDVC57 cell line. This mutant carries the 601C/S
point mutation in the cysteine box of the deubiquitinase
domain, resulting in a catalitically inactive protein that is able
to compete with the endogenous CYLD. We found that the
expression of the CYLDC/S mutant makes the squamous cancer
PDVC57 cells (SCC cells) very aggressive, conferring them
properties such as capacity of growing in suspension and
increased angiogenesis that finally leads to a rapid tumor
development in carcinogenesis assays (Alameda et al., 2010,
2011a). Now we have performed in vivo metastasis assays to
ascertain whether CYLD has a role in the metastatic behavior
of SCC epidermal cells. We injected the C57-Control cell
(expressing the empty vector) and C57-CYLDC/S cells
(expressing the CYLDC/S transgene) in the tail vein of immuno-
deficient mice. Soon after injection (18 days), 33% of the
C57-CYLDC/S -injected mice showed cachexia, being extre-
mely thin and displaying evident breathing difficulties. The
autopsy of the animals showed enlarged lungs of brownish-red
color, with a dried appearance and hard consistency
(Figure 1a); moreover, lungs injected with the C57-CYLDC/S
cells appeared full of metastases that covered almost all its
surface (Figure 1b). The appearance of these lungs was in sharp
contrast with the whitish, spongy, and moist appearance of the
lungs injected with the C57-Control cells (Figure 1a).
The histological analysis of the lungs of the injected mice
showed that the C57-Control cells also led to the development
of metastasis (C57-Control-metastases). However, the area
occupied by the C57-CYLDC/S-metastases (metastasis origi-
nated by the injection of the C57-CYLDC/S cells) was nearly
90% versus 10% of the area occupied by the C57-Control-
metastases (Supplementary Table S1 online). The C57-CYLDC/
S cells invading the lungs formed pleomorphic, poorly differ-
entiated SCCs (Figure 1e and f). In contrast, the C57-Control
cells formed moderate to well-differentiated SCCs (Figure 1c
and d). To further confirm that the metastatic masses observed
in the lungs were epidermal cells, we performed immuno-
staining with keratin K5, characteristic of basal keratinocytes
of stratified epithelia such as skin and also expressed in SCCs,
but not present in the lungs. C57-CYLDC/S-metastasis showed
extensive staining of K5 (Figure 2c), similar to that found in
C57-SCCs (Figure 2a), demonstrating a massive colonization
of the lung tissue by epidermal-origin C57-CYLDC/S cells. In
contrast, C57-Control-metastasis only showed small colonies
of epidermal cells positive for K5 (Figure 2e). K6, a keratin
expressed by epidermal cells subjected to stress or proliferative
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Figure 1. Histological characterization of lungs injected with C57-CYLDC/S
and C57-Control cells. (a) Representative image of the macroscopic
appearance of lungs injected with C57-CYLDC/S or C57-Control cells collected
18 days after injection of the corresponding C57 cells. Note that each lung
injected with the C57-CYLDC/S cells doubles the size of the lungs injected with
the C57-Control cells. (b) Detail of the abundant metastasis (white nodules)
present in the lungs injected with the C57-CYLDC/S cells. (c–f) Hematoxylin–
eosin staining of sections corresponding to (c, d) C57-Control metastasis and
(e, f) C57-CYLDC/S metastasis. (e) Note the C57-CYLDC/S tumor cells breaking
through a blood vessel wall. Observe the scarce normal lung tissue remaining
in the lungs injected with the C57-CYLDC/S cells. L, lung tissue; T, tumor mass.
Bars¼ 300mm.
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Figure 2. CYLD expression in normal lungs and lung metastasis; characterization of lung metastasis. (a, b) Keratin 5 and 6 (K5 and K6) staining of the squamous
cell carcinomas (SCCs) obtained by subcutaneous inoculation of C57 cells in nude mice. (c–f) K5 and K6 staining showing the epidermal nature of the metastasis.
(g, h) CYLD expression in normal lungs. It is detected in the apical epithelium of the bronchioles (B), pneumocytes type I of the alveoli (A, arrowheads), and in
macrophages (arrows). (i, j) CYLD expression in the (i) Control-metastasis and (j) CYLDC/S–metastasis. (k) Immunoblot comparing CYLD, Snail, and Maspin
expression in lungs containing both C57-Control and CYLDC/S-metastases (collected 26 days after injection). L, lung tissue; T, tumor mass. Bars: (a–f)¼ 350mm;
(g, h)¼ 200mm; (i, j)¼300mm.
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conditions and skin SCCs (Figure 2b), was also detected in the
metastases invading the lungs (Figures 2d and f), further
confirming the epidermal origin of the tumoral masses.
We next analyzed by immunohistochemistry the expression
of CYLD in normal lungs as well as in C57-Control-metastases
and C57-CYLDC/S-metastases. In the normal lungs, we found
that CYLD was expressed in the epithelium of the bronchioles
(in particular in the apical region; Figure 2g) as well as
in the type I pneumocytes of the alveoli and in macro-
phages (Figure 2h). This pattern of expression was also
detected in lungs carrying C57-Control-metastasis
(Supplementary Figure 1a online); however, endogenous CYLD
was weakly detected in lungs carrying C57-CYLDC/S-metastasis
(Supplementary Figure1b online). We found elevated expres-
sion of CYLD in the epidermal cancer cells forming the
C57-CYLDC/S-metastasis (Figure 2j), whereas in the C57-
Control-metastasis only small aggregates of tumor cells positive
for CYLD staining were found (Figure 2i) Figure 2k shows a
western blot also indicating the increased CYLD expression in
the C57-CYLDC/S-metastasis.
In addition to lung, other tissues were analyzed (kidney and
brain) and no metastases were found (data not shown).
C57-CYLDC/S-metastases show markers distinctive of highly
aggressive epidermal tumors such as increased angiogenesis,
induction of Snail and keratins K8/K13, and decreased
expression of Maspin
We analyzed the expression of markers of malignancy of SCCs
such as keratins K8 and K13 in the lung metastases. K8 is
characteristic of simple epithelia (Moll et al., 1982); although
it is not expressed in epidermis, it is frequently detected in skin
tumors, with this aberrant expression being considered a
marker of malignancy (Casanova et al., 2004). In lung tissue,
K8 was detected in the respiratory epithelium that lines the
bronchi, bronchioles, and alveoli, as expected (Casanova
et al., 1995). K8 was not detected in the C57-Control epider-
mal cells invading the lungs (Figure 3a); however, it was
strongly expressed in the tumor cells of the C57-CYLDC/S-
metastasis, indicating its high grade of malignancy (Figure 3b).
K13 are a keratin characteristic of internal stratified squamous
epithelia that is aberrantly expressed in skin tumors and are
also considered a marker of tumor progression (Winter et al.,
1990; Moreno-Maldonado et al., 2008). We found K13-
positive cells in the C57-CYLDC/S-tumoral masses invading
the lungs (Figure 3d), whereas it was not detected in the
C57-Control-metastasis (Figure 3c). We also found that
C57-CYLDC/S-metastasis were highly proliferative as indicated
by the elevated number of positive cells for Ki67 (Figure 3f)
compared with that detected in the C57-Control-metastasis
(Figure 3e).
Another factor that contributes to increase the aggressive-
ness of SCCs is the presence of a strong vascularization
(Bolontrade et al., 1998). We have analyzed by smooth
muscle actin immunostaining the pattern of blood vessels in
both C57-Control-metastasis and CYLDC/S-metastasis and
found that C57-CYLDC/S-metastases were highly vascularized
(Figure 3h), whereas we hardly detected smooth muscle actin–
positive staining in the C57-Control-metastasis (Figure 3g).
This result is in agreement with our previous finding showing
an enhanced angiogenesis in the skin tumors obtained by
subcutaneous inoculation of both the murine C57 and human
A431 SCC cells expressing the CYLDC/S mutant (Alameda
et al., 2010, 2011a).
As it has been described that Snail develops an important
role in mouse skin tumor progression and invasion (Peinado
et al., 2004; Roy et al., 2004; Barrallo-Gimeno and Nieto,
2005), we analyzed by both immunohistochemistry and
western blot whether Snail was expressed in the metastasis.
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Figure 3. Analysis of markers of malignancy in C57-Control and
C57-CYLDC/Smetastases. (a, b) Keratin 8 (K8) immunostaining. (c, d) Keratin 13
(K13) staining. (e, f) Ki67 staining showing the proliferation rate of the C57-
control and C57-CYLDC/S-metastasis. (g, h) Smooth muscle actin (SMA)
staining of the blood vessels of C57-Control-metastasis and CYLDC/S-metastasis
is used as indicative of the tumor angiogenesis. Note the strong vascularization
of the metastasis expressing the mutant CYLDC/S. Snail expression was detected
in the (j) C57-CYLDC/S-metastasis but not in the (i) C57-Control-metastasis.
(l) Observe the diminished expression of Maspin in the CYLDC/S squamous cell
carcinomas (SCCs). (m, n) K5 staining shows the extension of the
C57-Control-metastasis and CYLDC/S-metastasis. A, alveoli; L, lung tissue;
T, tumor mass. Bars: (a–d)¼ 350mm; (e, f)¼250mm; (g–j)¼200mm;
(k–n)¼ 300mm.
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We found elevated expression of Snail in the C57-CYLDC/S-
metastasis, whereas it was not detected in the C57-Control-
metastasis, therefore suggesting a more aggressive phenotype
of the C57-CYLDC/S-metastasis (Figures 2k and 3i and j).
We have recently found a correlation between decreased
levels of Maspin and increased malignancy of epidermal
tumors in mice (Alameda et al., 2011a). We then checked
the expression of Maspin in the metastasis and found that
it was strongly expressed in the C57-Control-metastasis
(Figure 3k), almost in the whole tumor mass (denoted by the
K5 expression area, Figure 3m); in contrast, it showed a weak
expression in the tumor cells of C57-CYLDC/S-metastasis
(Figure 3l), in spite of the large size of the SCCs (indicated
by K5 expression, Figure 3n). Western blot analysis also
showed decreased levels of Maspin in C57-CYLDC/S-metasta-
sis (Figure 2k).
CYLD lack of function directly correlates with Maspin decreased
expression in epidermal SCC cells
The above analysis shows striking differences between
C57-Control and C57-CYLDC/S metastasis for expression of
two important proteins for metastasis progression, i.e., Snail
and Maspin. We have then examined whether the changes in
the expression of both Snail and Maspin have previously taken
place in the C57-CYLDC/S cells growing in monolayer cul-
tures. qPCR analysis showed a 4-fold increase in the expres-
sion of Snail in the C57-CYLDC/S cells with respect to that in
the C57-Control cells (Figure 4a). However, we could not
detect Snail protein by western blot in C57-Control cells nor in
C57-CYLDC/S cells (Figure 4b) growing in monolayer cultures.
The analysis of Maspin expression by qPCR showed that levels
were not significantly different between C57-control or
C57-CYLDC/S cells (data not shown). However, the analysis
of Maspin protein showed that the C57-CYLDC/S cells express
lower levels of Maspin than the C57-Control cells (Figure 4c).
To discard a cell type–specific effect, we studied whether the
mutant CYLD isoform affected the expression of Maspin in
two other cell lines: the A431 SCC cells and the murine PB
cells (these cell lines were transfected with the CYLDC/S
construct and A431-CYLDC/S and PB-CYLDC/S clones iso-
lated). We found that effectively, both A431-CYLDC/S and
PB-CYLDC/S cells exhibited lower levels of Maspin expression
than their respective controls (A431-Control and PB-Control
cells; Figures 4d and e). These results indicate a correlation
between the loss of the catalytic function of CYLD and the
diminished expression of Maspin in tumor SCC cells. We then
analyzed whether the overexpression of exogenous wild-type
CYLD in SCC cells has the opposite effect. For this purpose,
we studied the expression of Maspin in A431-CYLDWT cells
(A431 cells overexpressing the CYLD wild-type complemen-
tary DNA) (described in Alameda et al., 2011a) and observed
higher levels of Maspin expression in these cells as compared
with A431-Control cells (Figure 4d). Therefore, our results
show that the impairment of the deubiquitination function of
CYLD in SCC cells as a result of CYLDC/S expression is
accompanied by a decrease in the expression of Maspin
protein in these tumor cells and, conversely, the exogenously
increased CYLD wild-type expression correlates with an
increased expression of Maspin. According to these results,
we have performed immunoprecipitation experiments that
suggest a possible physical interaction between CYLD and
Maspin (Supplementary Figure S2 online).
In order to analyze whether the reduction in the expression
of Maspin in the C57-CYLDC/S cells could be a reason for their
highly malignancy, we have transfected them with a com-
plementary DNA of Maspin. Double transfectans, C57-
CYLDC/S-Maspin cells, were selected (Figure 4g). A reduction
in the proliferation rate of the double transfectans was
observed in monolayer cultures of C57-CYLDC/S–Maspin cells
compared with both C57-Control and C57-CYLDC/S cells
(Figure 4h). The metastasis assays in nude mice showed that
whereas the C57-CYLDC/S cells developed abundant foci of
metastasis by day 5 after injection (Figure 4j and
Supplementary Table S2 online), the C57-CYLDC/S–Maspin
cells only originate few small metastases per lung (Figure 4k,
Supplementary Table S2 online). At this time, C57-Control
cells also develop metastases, although less numerous and
smaller in size than the C57-CYLDC/S cells (Figure 4i,
Supplementary Table S2 online). K5 staining confirmed the
epidermal nature of the metastases (Figure 4i–k). We have also
detected a diminished vascularization of the C57-CYLDC/S–
Maspin metastasis with respect to that of the C57-CYLDC/S
metastasis (Supplementary Figure S3 online).
An inverse relationship between levels of Maspin expression and
the grade of malignancy of epidermal cells is detected in
different cell lines
As the expression of Maspin in epidermal cells has not been
explored yet, we studied whether a relationship exists
between Maspin expression and the grade of malignancy of
epidermal tumor cells. We found that both murine (MCA3D)
and human (HaCaT) nontumoral cells expressed higher levels
of Maspin than the tumoral cells. The tumor SCC13 human
cells, which are less aggressive than the A431 cells, express
higher levels of Maspin (Figure 4f). We also found that C57
murine tumor cells expressed lower levels of Maspin than
normal mouse skin and MCA3D cells; and the very aggressive
HaCa4 SCC cells express low levels of Maspin (Figure 4f).
Overall, our results establish a decreased expression of Maspin
with increasing tumor epidermal cell malignancy, suggesting
that the low levels of Maspin expression results in a more
invasive phenotype.
Maspin expression is decreased in human cylindromas,
trichoepitheliomas, and spiradenomas defective in CYLD
function
In order to analyze whether there is a correlation in vivo
between CYLD lack of function and a decrease in Maspin
expression, we studied the expression of Maspin in cylindro-
mas, spiradenomas, and trichoepitheliomas (lacking CYLD
deubiquitinase function). Skin from healthy donors showed
that Maspin was mainly expressed in the suprabasal, differ-
entiated layers of the epidermis, and in the inner root sheath of
hair follicles (Figure 5a; compare with the K14 basal staining
and the suprabasal K10 expression, Figure 5b and c). Staining
of the cylindromatosis tumors showed that Maspin was
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strongly expressed in the adjacent healthy epidermis, whereas
it was weakly expressed in the tumoral cells of the three types
of neoplasias (Figure 5g–l). In cylindromas and trichoepithe-
liomas, Maspin was only located in the inner parts of the
tumor islands that are the more differentiated regions
(Figure 5g, j, h, and k). In spiradenomas, scarce Maspin
expression was detected in sporadic cells of the tumor
compared with the high and continuous expression seen in
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the epidermis and the eccrine glands (Figure 5i and l). We
observed that keratin K5 and K10 expression was also down-
regulated in most of the tumor islets of the three types of
familial cylindromatosis tumors (Figure 5m–r). These results
show that, as occurs in CYLDC/S tumor cells, where the lack of
the deubiquitination function of CYLD was accompanied by
diminished expression of Maspin, in tumor cells of cylindro-
matosis patients carrying a functionally similar inactivating
mutation in the CYLD gene (Rajan et al., 2009), a decreased
expression of Maspin was also observed.
DISCUSSION
Here we describe that in in vivo metastasis experiments in
nude mice, the epidermal C57-CYLDC/S cells lacking the
deubiquitinase function of CYLD leads to very aggressive
metastasis in lung. Previously, we had found that lack of CYLD
function in epidermal cells leads to an increase in several
angiogenic factors such as vascular endothelial growth factor;
it also makes the cells resistant to apoptosis, increases their
proliferation, and induces the delocalization of adhesion
proteins (E-cadherin and b-catenin) (Alameda et al., 2010,
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2011a). Altogether, the combination of all these alterations
could be responsible for the great increase
in the metastatic potential of the C57-CYLDC/S cells. In
addition, we have now found decreased expression of
Maspin in the C57-CYLDC/S cells, which appears as an
important factor for the increased malignancy of the
C57-CYLDC/S cells, as restoration of Maspin expression in
C57-CYLDC/S cells results in reduction in the number and
extension of metastases in the lung.
We have found evidences indicating a direct correlation
between the lack of CYLD function as a consequence of the
expression of the mutant CYLDC/S in SCC cells and the
diminished expression of Maspin (Figure 4c–e). Moreover,
our results also show that the exogenous overexpression
of CYLDWT in SCC cells correlates with increased levels
of Maspin (Figure 4d). Remarkably, we have found loss of
Maspin expression in the CYLD-deficient tumors (cylindromas,
trichoepitheliomas, and spiradenomas) compared with the
expression in normal human skin, indicating a correlation
in vivo between the deficient CYLD function and the decrease
in Maspin expression as well. The fact that most of the
hereditary cylindromatosis patients do not develop metastasis
may be likely because of the lack of additional mutations
(besides CYLD mutation) in this kind of tumors.
It had been reported that Maspin is an important inhibitor
of human tumor progression and metastasis in different
types of cancers such as breast, liver, and prostate carcinomas
(Luo et al., 2007; Stark et al., 2010). However, until
now, there is little information about the relation of Maspin
and skin cancer. Recently, we have reported a possible
relationship between Maspin downregulation and NMSC
progression in vivo in mouse skin carcinogenesis assays
(Alameda et al., 2011b). Here we have found a correlation
between decreased expression of Maspin and increased
malignancy of mouse and human tumor epidermal cells.
These results suggest that the levels of Maspin expression
could be an important predictive tool in the course of the
NMSC progression and metastasis.
We have found that a relationship exists between lack of
CYLD function in epidermal SCCs and increased lung meta-
static capacity of the tumor cells. Our results contribute to the
understanding of the molecular biology of SCC epidermal
metastasis, assigning a role for CYLD as suppressor of lung
metastasis in addition to its implication in the familial
cylindromatosis disease. Our data suggest that the reduction
in the levels of Maspin expression in the C57-CYLDC/S
cells—along with the other changes previously described to
occur in the C57 cells as a consequence of CYLDC/S
expression—plays an important role in the acquisition of high
metastatic potential of these cells.
MATERIALS AND METHODS
Cell lines and culture conditions
C57, A431, and PB cells were cultured in DMEM supplemented with
10% fetal calf serum. Transfected cells were grown in the presence of
0.4 mg of G418 per ml for single transfection or 0.4 mg of G418 per
ml plus 0.1 mg of Hygromciyn B per ml for double transfection (C57-
CYLDC/S–Maspin cells). C57-Control, C57-CYLDC/S, A431-Control,
A431-CYLDC/S, and A431-CYLDWT cells have been already described
(Alameda et al., 2010, 2011a).
DNA constructs
Constructs employed have been previously described (Alameda et al.,
2010, 2011a). Maspin complementary DNA of rat origin (Tokuyama
et al., 2007) was subcloned into the pcDNA3-hygromycin (Invitrogen,
Carlsbad, CA).
Metastasis assays
First time, 5 105 C57-Control and C57-CYLDC/S cells were resus-
pended in 100ml of phosphate-buffered saline and injected intrave-
nously into the tail vein. A total of 10 nude mice (Hsd-Athymic Nude,
Harlan Europe, Barcelona, Spain) were injected with cells of each
phenotype. For metastasis experiments with C57-Control, C57-
CYLDC/S, and C57-CYLDC/S–Maspin cells (Figure 4i–k), 5 105 cells
of each genotype were resuspended in 100ml of phosphate-buffered
saline and injected intravenously into the eye vein. Then, 7 nude
mice were injected with cells of each phenotype and samples were
recovered 5 and 10 days after injection. All experimental procedures
were performed according to European and Spanish laws.
Histology and immunohistochemistry
Formalin-fixed lungs were stained with hematoxylin and eosin for
histopathological evaluation and immunohistochemistry was per-
formed with the following antibodies: K5, K6, K10 (Covance, San
Diego, CA); CYLD (Sigma-Aldrich, St Louis, MO); K8, smooth muscle
actin (Sigma-Aldrich); K13, Snail (Abcam, Cambridge, UK); Ki67, K14
(NeoMarkers, Fremont, CA); and Maspin (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany). Stainings with CYLD and Snail antibodies
were performed in cryosections fixed in methanol/acetone.
Western blot analysis
Antibodies used were: Actin, Maspin, Snail, rabbit IgG (Santa Cruz
Biotechnology, Europe); CYLD (SAB4200060, SAB4200061); and
tubulin (Sigma-Aldrich). A total of 40–50mg of total lysate was used.
Total protein extracts (300mg) were immunoprecipitated with an
antibody specific for CYLD (SAB4200060 or SAB4200061) or Maspin.
These three antibodies were produced in rabbit. Proteins were
resolved on an SDS gel; probed with anti-Maspin and CYLD
SAB4200060 or CYLD (sc-25779, Santa Cruz Biotechnology) anti-
bodies. As control of specificity, samples (300mg) were immunopre-
cipitated with rabbit IgG.
Quantitative PCR
RNA was extracted from cells using trizol followed by purification by
RNeasy columns. RNA was reverse transcribed using the ABI High-
Capacity Kit (ABI, Foster City, CA). Real-Time PCR was performed
using predesigned Taqman assays in an ABI 7500Fast instrument,
using the conditions indicated by ABI.
Human tissue samples
For formalin-fixed, paraffin-embedded skin and tumor samples,
archival paraffin blocks were obtained from the biobank of the
Fundacio´n Jime´nez Dı´az (Madrid, Spain). All experimentation was
approved by the Research Committee of the Hospital Fundacio´n
Jime´nez Dı´az, and this study has been designed and performed
following Declaration of Helsinki Principles for human research in
their revised form.
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Supplementary Information. 
SI-1. CYLD immunohistochemical expression in lungs carrying C57-Control or 
CYLDC/S metastasis. (a) CYLD is strongly expressed in the apical epithelium of the
bronchioles of lungs carrying C57-Control metastasis. By contrast it is weakly detected 
in the lungs carrying C57-CYLDC/S metastasis (b). B: bronchioles. Scale: a-b, 200 µm.
SI-2. Physical interaction between CYLD and Maspin. CYLD (a) and Maspin (b) 
immunoprecipitated samples were probed with anti-Maspin and anti-CYLD antibodies. 
No bands were obtained when instead of Maspin or CYLD antibodies, rabbit IgG were 
employed in the immunoprecipitation, indicating the specificity of the interaction CYLD-
Maspin. Asterisks in (b) indicate the bands of CYLD and Maspin. (c) In addition to the 
co-immunoprecipitation of CYLD and Maspin in the PB cells, this blot shows the 
hybridization of total protein extracts from PB cells with both CYLD, and Maspin 
antibodies. The first lane is a control lane confirming the correct identity of the bands 
detected in the co-immunoprecipitation blots. The asterisk indicates two different 
exposition times of the same CYLD hybridization. 
SI-3. Analysis of angiogenesis of C57-Control, C57-CYLDC/S  and C57-CYLDC/S–
Maspin metastasis. Sma staining of the blood vessels is used as indicative of tumor 
angiogenesis. Immunostaining of lungs harvested 10 days post-injection of the cells of 
the three genotypes in the vein eye is showed. Metastases of similar size are tried to 
be  showed.  Note  the  strong  vascularization of the C57-CYLDC/S  metastases  (a) in
contrast with the weaker angiogenesis detected in the C57-CYLDC/S–Maspin
metastases when Maspin expression is restored to the C57-CYLDC/S cells (c). Weak
angiogenesis is also detected in the C57-Control metastasis (b). T: tumor mass; L: 
lung tissue. Scale bar: 200 µm. 
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Supplementary Information 
SI-Table 1. Area occupied by both C57-Control lung metastasis and C57-CYLDC/S
lung metastasis 14 days after injection of the cells into the tail vein of nude mice. 
Nonea =10%a 10-40%a 40-90%a
Control 1/10 7/10 2/10 lung metastasis 
CYLDC/S 0/10 10/10 lung metastasis 
None: number of mice that do not develop metastases 
a: percentage of the lung area occupied by metastases 
n:10 
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SI-Table 2. Area occupied by C57-Control lung metastasis, C57-CYLDC/S lung
metastasis and C57-CYLDC/S –Maspin lung metastasis 10 days after injection of
the cells into the eye vein of nude mice. 
Nonea =10%a 10-40%a 40-90%a
Control 0/6 6/6 
lung metastasis 
CYLDC/S 0/6 2/6 4/6 
lung metastasis 
CYLDC/S-Maspin 2/8 6/8 
lung metastasis 
None: number of mice that do not develop metastases a: 
percentage of the lung area occupied by metastases 
 
6 mice were injected with the C57-Control and the C57-CYLDC/S cells; 8 mice were injected
with the C57-CYLDC/S-Maspin cells
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Materiales y Métodos 
Los datos que se muestran a continuación hacen referencia al trabajo que está en 
fase de escritura. 
1. Construcción utilizada en la generación de los ratones transgénicos K5-
CYLDC/S.
El plásmido K5-CYLDC/S que contiene el cDNA del gen CYLDC/S humano 
(proporcionado por el Dr. R. Bernards) fue subclonado en el vector de expresión 
pBSK-K5, bajo el promotor de la queratina 5 bovina. Este cDNA lleva una mutación 
puntual en el aminoácido 601 (cisteína) y asemeja las que presentan algunos de los 
pacientes de cilindromatosis hereditaria. La construcción contiene además el epítopo 
HA (Figura 10).  
Figura 10. Esquema de la construcción microinyectada en los embriones de ratón. 
2. Generación de ratones transgénicos.
Se indujo la superovulación de hembras B6D2F1, de 3 semanas de edad, por 
medio de una inyección de gonadotropina de suero de yegua preñada (Folligon, 
Intervet); 48h más tarde se realizó una 2ª inyección de gonadotropina coriónica 
humana (Choluron, Intervet). Las hembras así hormonadas se cruzaron con machos 
fértiles B6D2F1. Al día siguiente se seleccionaron las hembras que presentaban tapón 
vaginal, se aislaron los oviductos y se recogieron los oocitos fecundados en medio M2 
(Sigma). Posteriormente, se incubaron con hialuronidasa (Sigma) y se mantuvieron a 
37ºC hasta su microinyección. Los embriones que sobrevivieron a la microinyección 
fueron transferidos al oviducto de hembras B6D2F1 pseudopreñadas. Los dos 
animales transgénicos fundadores obtenidos se cruzaron con ratones B6D2F1 y se 
establecieron las líneas transgénicas: K5-CYLDC/S-X y K5-CYLDC/S-A. 
3. Animales de experimentación.
Los ratones utilizados fueron criados en el servicio del animalario del CIEMAT 
(Centro Usuario de Animales de Experimentación 28079-21ª), bajo condiciones 
estándar, temperatura de 20 ± 2ºC, y ciclos de luz/oscuridad de 12h. Todos los 
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procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las leyes y regulaciones 
Europeas y Españolas (Convenio Europeo ETS 123 sobre la protección de los 
animales vertebrados utilizados con fines experimentales u otros fines científicos; 
RD53/2013 por el que se establecen las normas básicas aplicables para la protección 
de los animales utilizados en experimentación y otros fines científicos, incluyendo la 
docencia), y fueron aprobados por el Comité Ético del CIEMAT (OEBA-CIEMAT), por 
el Órgano Habilitado y por la autoridad competente (Consejería de Medio Ambiente, 
Administración Local y Ordenación del Territorio, Comunidad de Madrid; Proex 182-
15). Los ratones fueron eutanasiados en cámara de CO2, siguiendo las regulaciones 
de Felasa y del OEBA-CIEMAT.  
4. Análisis genotípico de los ratones.
El análisis se llevó a cabo a partir del DNA genómico obtenido de biopsias de cola 
de ratones de aproximadamente 10 días de edad. La digestión de las biopsias se 
realizó con una solución compuesta por: Tris-HCl (50mM, pH 8.0), EDTA (100mM), 
NaCl (100mM), SDS (1%) y proteinasa K, durante toda la noche a 55ºC en agitación. A 
continuación, se tratan con RNAasa A+T1 (60µg/ml) durante 15 min a RT, se añadió 
700µl de isopropanol obteniéndose un ovillo de DNA, que fue lavado con etanol y 
resuspendido en Tris-EDTA (1X).  
Para el genotipado de los animales por PCR se usó la siguiente reacción: 1µl 
DNA, 0.5µl oligonucleótidos (10µM), 5µl Kit Promega y 3µl agua. Se amplifica la 
secuencia del intrón de la β-globina de conejo, con los siguientes cebadores: 
5´-TTC AGG GTG TTG TTT AGA ATG G-3´ 
5´-CAA TAA GAA TAT TTC CAC GCC A-3´ 
5. Ensayo del ciclo de crecimiento del pelo
Se realizó este estudio en ratones de 7 semanas de edad. Los animales fueron 
anestesiados con 16µl de avertina al 2.5% por cada gramo de peso del animal. Se 
depilaron al final del primer telogén e inicio del segundo anagén, con crema depilatoria 
Veet. Se realizó un seguimiento diario de los ratones y a los 16 días post-depilación se 
sacrificaron y se recogieron muestras de piel de lomo de ratones control y 
transgénicos para los estudios posteriores. 
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6. Análisis histológico e inmunohistoquímico.
Las muestras procedentes de la necropsia de los diferentes ratones fueron fijadas 
en formol o etanol, procesadas y embebidas en parafina. Se realizaron cortes de 4 µm 
en el microtomo. El estudio histológico se realizó en muestras de formol teñidas con 
hematoxilina/eosina. El análisis inmunohistoquímico se llevó a cabo con los 
anticuerpos primarios mostrados en la Tabla 1. Los anticuerpos secundarios anti-IgG 
estaban conjugados con biotina y presentaban especificidad para conejo y ratón 
(Amersham). El marcaje se detectó con biotina-avidina-peroxidasa (kit ABC, 
Vectastain, Vector Laboratorios) y el sustrato DAB (Vector Laboratorios).  
Tabla1. Anticuerpos primarios utilizados en los análisis inmunohistoquímicos. 
7. Extracción de proteínas
• Extracción de proteína total a partir de piel de lomo: la muestra se trituró en un
mortero y se resuspendió en un tampón de lisis que contiene: Hepes (40mM),
Tritón (2%), NaCl (200mM), MgCl2 (40mM), EGTA (20mM), β-glicerofosfato
(80mM), inhibidores de proteasas y fosfatasas (1X) (Roche). Se realizaron varios
ciclos de congelación/descongelación y posteriormente se centrifugó a 13000rpm
durante 15 min.
• Extracción de proteína total de epidermis: ratones de 3 días fueron sacrificados, se
extrajo la piel y se incubó con tripsina al 0.25% (Trypsin 1-300, ICN Biomedicals)
en PBS (1X) durante 4h a 37ºC. Posteriomente se procedió a la separación de la
Anticuerpo Dilución Casa Comercial 
BrdU 1:10 Roche 11170376001 
CYLD 1:100 Sigma SAB4200061 
Filagrina 1:200 Covance PRB-417P 
HA 1:100 Cell Signaling  3724 
Involucrina 1:300 Sigma I-9018 
K5 1:500 Covance  PRB-160P 
K10 1:500 Covance PRB-159P 
Loricrina 1:300 Covance  PRB-145P 
Sma 1:400 Sigma C-6198 
B220 1:100 BioLegend 1103206 
CD3 1:6 Dako N1580 
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epidermis de la dermis de forma mecánica. La extracción de las proteínas de la 
epidermis se realizó siguiendo el protocolo citado anteriormente. 
Una vez que las proteínas fueron extraídas se cuantificaron mediante el análisis 
colorimétrico de Bradford (BioRad). 
8. Análisis por Western Blot
Las proteínas se resolvieron en geles de poliacrilamida-SDS con un porcentaje 
entre 4-12% (BioRad); posteriormente se realizó la transferencia de las proteínas 
separadas a una membrana de nitrocelulosa (diámetro de poro de 0.45µm, BioRad). 
Los anticuerpos primarios utilizados se muestran en la Tabla 2. Los anticuerpos 
secundarios anti-IgG están conjugados con peroxidasa, con especificidad para conejo, 
ratón y cabra (Amersham). Para la detección de los anticuerpos se utilizó el Kit West-
PicoSignal (Pierce Biotechnology) y ChemiDocTMMP Imaging System (BioRad). 
Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en el análisis de Western Blot. 
Anticuerpo Dilución Casa Comercial 
Actina 1:1000 Santa Cruz 1616 
Bcl-3 1:200 Santa cruz 185 
CYLD 1:500 Sigma SAB4200061 
c-Myc 1:500 Biolegend 626802 
GAPDH 1:500 Santa Cruz 25778 
HA 1:100 Cell Signaling  3724 
IKKγ 1:500 Imgenex 5480-2 
IκBα 1:200 Santa Cruz 371 
IL-6 1:500 Abcam  9324 
p65 1:200 Santa Cruz 8008 
TNF-α 1:200 Calbiochem 654250 
Ubiquitina 1:500 Cell signalling 3936 
p-Akt 1:500 Cell signaling 4068 
P-c-Myc 1:200 Santa cruz 8000 
P-IκBα 1:500 Cell signalling 2859 
P-JNK 1:500 Cell signalling 4668 
P-p65 1:500 Cell signalling 3033 
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9. Inmunoprecipitación
La inmunoprecipitación se llevó a cabo según las indicaciones del protocolo de 
Santa Cruz de Protein A/G PLUS-Agarose. Posteriormente se realizó el Western Blot 
de los extractos proteicos inmunoprecipitados. 
10. Tratamiento in vivo de ratones con BrdU
Se inyectó BrdU (Roche) intraperitonealmente (100µg por gramo de peso del 
animal) en ratones de 1 mes de edad. 1h después fueron sacrificados y se recogieron 
muestras de diferentes órganos. La cuantificación del número de células positivas en 
la tinción imnunohistoquímica de BrdU se llevó a cabo por dos experimentadores 
diferentes en muestras de distintos animales. 
11. Estimulación in vivo de ratones con TNF-α
Se inyectó  subcutáneamente en el lomo en ratones de 3 días de edad PBS (1X) o 
TNF-α humano (Sigma; 20µg por kilogramo de peso). 15, 30 o 40 min después los 
animales fueron sacrificados. Se recogieron muestras de piel para la extracción de 
proteínas.
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Datos inéditos 
1. Generación de ratones transgénicos, K5-CYLDC/S, que expresan una forma
mutada de CYLD, catalíticamente inactiva
Hemos generado ratones transgénicos que expresan la forma mutada CYLDC/S, 
deficiente en su función desubiquitinasa, bajo el control de los elementos reguladores 
del promotor de la queratina 5 (K5) (Figura 11A). El promotor K5, dirige en la piel la 
expresión del transgén a los queratinocitos de la capa basal de la epidermis, la vaina 
radicular externa (VRE) del folículo piloso y células inmaduras que rodean a las 
glándulas sebáceas201 (Figura 11B). Además, el promotor K5 dirige la expresión del 
transgén a células de otros órganos, entre ellas a las células epiteliales de la lengua, 
paladar, estómago; también se detecta expresión en timo, bazo, etc. Se obtuvieron 2 
líneas de ratones transgénicos que denominamos K5-CYLDC/S-A y K5-CYLDC/S-X y por 
análisis de Western Blot mediante dos anticuerpos diferentes que reconocen CYLD y 
HA, se comprobó que ambas líneas expresaban el transgén, aunque a distinto nivel, 
ya que los ratones K5-CYLDC/S-X expresaban niveles más elevados de la proteína 
mutada que los K5-CYLDC/S-A (Figura 11C). Mediante tinción inmunohistoquímica 
(INHQ) confirmamos, in situ, que la proteína transgénica se expresaba en diferentes 
tejidos de ambas líneas de ratones siguiendo, como era esperable el patrón de 
expresión de K5 (Figura 11D-E). 
Para confirmar que la proteína CYLDC/S, catalíticamente inactiva, se comporta 
como un dominante negativo, inhibiendo la función desubiquitinasa de CYLD 
endógeno,  inmunoprecipitamos un sustrato de CYLD, la proteína IKKγ/NEMO, a partir 
de lisados de proteína de piel de lomo de ratones, Control y K5-CYLDC/S, tratados y no 
tratados con TNF-α. A continuación determinamos la ubiquitinación de IKKγ mediante 
hibridación con un anticuerpo específico de IKKγ. Comprobamos que en ausencia de 
estímulo, es decir,  en pieles no tratadas, la poliubiquitinación de IKKγ era débil y no 
muy diferente en la piel de los ratones Control y en la de los transgénicos. Tras 
estimulación con TNF-α  en los ratones Control no se detectó incremento en 
ubiquitinación de IKKγ, mientras que en los K5-CYLDC/S se observó una fuerte 
poliubiquitinación de IKKγ (Figura 11F) debido a que la forma catalíticamente inactiva 
CYLDC/S compite con la forma endógena de CYLD e impide su función catalítica de 
desubiquitinacion. Cuando el ensayo de funcionalidad de CYLD se realizó con otros 
sustratos como Bcl-3, se obtuvieron resultados similares (Figura 11G), es decir, tras 
estimulación con TNF-α, Bcl-3 no era desubiquitinado en los ratones transgénicos. En 
este caso se observó mayor ubiquitinacion de Bcl-3 en la piel de los ratones 
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transgénicos incluso a tiempo 0, sin estimulación. También se comprobó la 
funcionalidad de CYLDC/S en los ratones K5-CYLDC/S-A, usando como sustrato Bcl-3, y 
se encontró que a pesar de expresar niveles menores del transgén, éste también 
actúa como dominante negativo, inhibiendo la función de CYLD endógeno en estos 
transgénicos (Figura 11G). 
La mayor parte de los resultados que se muestran se realizaron en ambas líneas, 
y los resultados obtenidos fueron similares.   
2. CYLD controla el ciclo de crecimiento del folículo piloso
Los ratones transgénicos jóvenes tienen una apariencia normal y saludable, 
aunque desde una edad temprana, 2 meses, muestran  un pelaje desorganizado y una 
alopecia parcial (en la Figura 12A se muestra la imagen de ratones de 7 meses de 
edad con alopecia). Además, el análisis histológico de la piel muestra que mientras 
que los folículos pilosos (FP) de la piel del dorso de ratones Control de 4 semanas se 
encuentran en la fase de anagén del segundo ciclo del pelo (como se ha descrito que 
ocurre en los ratones control de esa edad), los FP de los ratones transgénicos de la 
misma edad se encuentran en la fase de telogén del primer ciclo del pelo (comparar 
Figura 14A y B). Estos datos sugieren que los ratones K5-CYLDC/S pueden tener 
alterado el ciclo de crecimiento del pelo y que CYLD podría tener un papel importante 
en la homeostasis del FP y/o en el ciclo del pelo. Para comprobarlo  depilamos la piel 
del lomo (dorso) de ratones de 7 semanas de edad (en los que el FP se encuentra en 
telogén), para sincronizar así la entrada en anagén, y observamos el recrecimiento del 
pelo (en ningún momento del experimento el peso corporal de los animales Control y 
transgénicos fue significativamente diferente). A los 16 días post-depilación, el pelo de 
los ratones Control era ya observable macroscópicamente, había crecido de forma 
homogénea en toda la superficie del dorso de los ratones, aunque presentaba una 
corta longitud; de acuerdo a este aspecto externo, las histologías mostraron que los 
FP se encontraban en fase de anagén-catagén I (Figura 12B-D). Por el contrario, en 
este tiempo (16 días), el pelo de los ratones transgénicos había crecido de forma 
desigual en el lomo de los ratones (Figura 12J) o no era apreciable todavía (Figura 
12G). Los FP de los ratones transgénicos permanecían todavía en la fase de telogén 
(Figura 12I) o estaban comenzando a entrar en anagén (Figura 12F). Estas diferencias 
histológicas también se reflejaban en el distinto grosor de la piel, que era más gruesa 
en los ratones Control y más degada en los transgénicos (Figura 12C,F,H) y datos nos 
mostrados. Por tanto, estos resultados indican que CYLD es un estimulador positivo 
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del crecimiento del pelo y que la función DUB de CYLD es esencial para inducir la fase 
de anagén del segundo ciclo del pelo. 
Figura 11. Análisis de la expresión y función del transgén en los ratones transgénicos K5-CYLDC/S. 
(A) Esquema de la construcción utilizada en la obtención de los ratones transgénicos K5-CYLDC/S. (B) 
Imagen representativa de la expresión de K5 en lomo, cola y párpado de animales Control de 30días de 
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edad. (C) Análisis por WB de la expresión de HA y de CYLD en extractos de proteína total de la piel de 
lomo de ratones  Control y transgénicos de 30 días de edad. Se observa que ambas líneas  de ratones 
K5-CYLDC/S expresan niveles más elevados de CYLD que los controles. (D) Imágenes representativas de 
inmunohistoquimica en las que se muestra la  expresión de HA y CYLD en piel de lomo de ratones control 
y transgénicos. En los ratones Control no hay expresión de HA y la expresión de CYLD endógeno es más 
abundante en los folículos pilosos que en la piel interfolicular. En los ratones CYLDC/S de ambas líneas  la 
expresión del transgén se detecta en la capa basal de la piel interfolicular, en la vaina radicular externa de 
los folículos y en las células epiteliales que rodean las glándulas sebáceas, siguiendo el patrón de 
expresión de K5. (E) Detección de la expresión del transgén mediante un anticuerpo específico de HA en 
la piel de la cola de animales Control y transgénicos. (F) Análisis funcional del transgén CYLDC/S, por IP 
en presencia y ausencia de TNF-α con un anticuerpo específico de IKKγ. (G)  IP de Bcl-3 y posterior 
hibridación con un anticuerpo de ubiquitina. Se utilizaron extractos de proteína total de piel de ratones 
(K5-CYLDC/S-X y K5-CYLDC/S-A) inyectados con PBS o con TNF-α durante los tiempos indicados. Barras 
de escala: 250µm (B); 150µm (D,E). 
Figura 12. Análisis del ciclo del pelo en ratones Control y K5-CYLDC/S. (A) Imagen representativa de 
la alopecia que se observa en los animales transgénicos (7 meses de edad). (B-J) Experimento 
representativo de recrecimiento del pelo en ratones Control y transgénicos depilados a las 7 semanas de 
edad. (B-D) Ciclo del pelo en ratones Control. (E-J) Ciclo de crecimiento del pelo en ratones y K5-
CYLDC/S. (B, E, H) imagen de la piel recién depilada de los ratones. (C, D) Imagen histológica (C) y 
macroscópica (D) de la piel y el pelo de los ratones Control en el día 16 post-depilación. (F, G), Histología 
(F) de la piel de un ratón tansgénico en la que se muestran FP que 16 días post-depilación están iniciando 
la fase de transición a anagén (G) aspecto macroscópico del pelo de este ratón. (I-J) Imagen histológica 
(I) y macroscópica (J) de un ratón transgénico en el que 16 días post-depilación los FP permanecen 
todavía en fase de descanso, telogén. La flecha roja muestra la diferencia de grosor de la piel de los 
ratones Control y transgénicos. Asteriscos, glándulas sebáceas hiperplásicas. Triángulos, picos de 
queratinocitos. Barras de escala: 250 µm. 
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3. Los ratones K5-CYLDC/S presentan un envejecimiento prematuro de la piel
A medida que los ratones transgénicos envejecían iban mostrando otras 
alteraciones físicas además de la alopecia, por ejemplo, presentaban una postura 
anómala  caracterizada por el arqueamiento de la columna vertebral, cifosis (Figura 
13). Estas características hacían pensar que los ratones K5-CYLDC/S podían tener un 
envejecimiento prematuro. Para comprobar si esto era así, se analizó la existencia de 
otros posibles signos de envejecimiento en los animales K5-CYLDC/S. Se estudió por 
análisis histológico la piel de ratones Control y transgénicos a distintas edades, al ser 
este órgano uno de los primeros en los que se manifiestan los síntomas de 
envejecimiento. Al  mes de edad, además del retraso en la entrada en la segunda 
telogén de los FP (Figura 14A, B), los ratones K5-CYLDC/S presentaban otras 
alteraciones, por ejemplo, frente a las glándulas sebáceas pequeñas formadas por 3-4 
adipocitos maduros que mostraban los ratones Control, los transgénicos exhibían 
hiperplasia de las glándulas sebáceas, con 6-8 adipocitos maduros. Además la 
epidermis interfolicular de los ratones K5-CYLDC/S tendía a ser más delgada y se 
observaban en ella regiones de picos de queratinocitos (Figura 14B-E). A los 3 meses 
de edad, el fenotipo de los ratones K5-CYLDC/S es más evidente, los picos epidérmicos 
eran más frecuentes y más acusado el adelgazamiento de la epidermis interfolicular; 
muestraban también mayor número de glándulas sebáceas hiperplásicas y huérfanas 
(Figura 14G-I). A continuación se analizó la piel del lomo y de la cola de ratones más 
viejos de ambos genotipos y se comprobó que el fenotipo cutáneo iba empeorando 
con el envejecimiento. A los 8 meses de edad, los ratones K5-CYLDC/S mostraban 
glándulas sebáceas huérfanas más abundantes y con mayor número de células 
grasas maduras (entre 8 y 12); la epidermis era más delgada que la de los ratones 
transgénicos más jóvenes (comparar Figura 14B-C con Figura 15B-C) y la alopecia 
más aparente. A los 20 meses los ratones K5-CYLDC/S presentaban un fenotipo muy 
prominente, con extensas áreas de epidermis interfolicular atrófica, formadas por una 
sola capa de queratinocitos (Figura 15I-K), en marcado contraste con la piel de los 
ratones Control de su misma edad, cuya epidermis estaba formada por una capa de 
queratinocitos basales y 1 o 2 capas de queratinocitos suprabasales (Figura 15H). 
También se encontró en estos ratones transgénicos más viejos una importante 
reducción en el número de FP, lo que daba lugar a una alopecia más generalizada y a 
la aparición de más abundantes glándulas sebáceas hiperplásicas y huérfanas, que 
aparecían agrupadas en la dermis (Figura 15K). Por el contrario, los FP de los ratones 
Control se disponían de forma homogénea a lo largo de la epidermis, asociados a una 
glándula sebácea discreta, formada por 4-6 células grasas (Figura 15H). Entre las 
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alteraciones más llamativas de la piel de los ratones K5-CYLDC/S envejecidos cabe 
destacar la hiperplasia papilomatosa, caracterizada por picos de epidermis gruesa y 
valles de epidermis muy adelgazada (en ocasiones se distinguía una sola capa de 
queratinocitos basales), lo que daba la apariencia de una piel delgada y arrugada 
(Figura 15J). Además, se observó que los queratinocitos de las regiones de atrofia 
epidérmica de los ratones transgénicos mostraban alteraciones morfológicas 
importantes, ya que frente a los queratinocitos basales de la epidermis de los ratones 
Control, de forma cúbica y polarizados, los queratinocitos basales de los ratones K5-
CYLDC/S habían perdido su polaridad y mostraban una morfología aplanada y con 
núcleos paralelos a la capa basal (comparar los insertos de las figuras 15H, J). La falta 
de polaridad de la epidermis por ausencia de la actividad catalítica de CYLD la 
habíamos descrito previamente en los equivalentes de piel humanos HaCat-
CYLDC/S202. Otra alteración que detectamos en los ratones transgénicos viejos fue el 
escaso tejido adiposo que había en la hipodermis, y que junto con la atrofia epidérmica 
contribuía a la apariencia de piel muy delgada característica de estos ratones. 
También se observaron cambios cualitativos en la dermis de los ratones transgénicos, 
que aparecía más densa y con fibras de colágeno más anchas, paralelas entre sí 
(Figura 15K). La piel de la cola de los ratones transgénicos presentaba alteraciones 
histológicas similares a las descritas en la piel del lomo (Figura 15D-G, L-O). Se 
detectaron igualmente signos de envejecimiento prematuro  en otros epitelios 
estratificados de los ratones K5-CYLDC/S , por ejemplo,  presentaban atrofia del epitelio 
que recubre la lengua (Figura 16A-B); y en menor medida, también atrofia del paladar 
(Figura 15C-D). En la piel de los párpados (Figura 16E-F) y del hocico (Figura 16G-H) 
se apreciaba frecuentemente la presencia de glándulas sebáceas hiperplásicas; en la 
piel plantar de los ratones transgénicos se detectaron áreas con atrofia de la epidermis 
e hipoplasia de las glándulas ecrinas (Figura 16I-J). En conjunto todas las alteraciones 
encontradas en estos órganos de los ratones transgénicos son propias del 
envejecimiento y no se manifestaban en los ratones Control de la misma edad, lo que 
indicaba que los ratones K5-CYLDC/S mostraban un envejecimiento prematuro. 
Figura 13. Alteraciones macroscópicas en los ratones K5-CYLDC/S. Imagen representativa de la 
cifosis presentada por los animales transgénicos  K5-CYLDC/S y no observada en los controles de su 
misma edad. 
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Figura 14.  Histología de la piel de lomo de ratones control y transgénicos de 1 y 3 meses de edad. 
(A) Imagen representativa de la piel del lomo de un animal Control de 1 mes de edad. Las flechas señalan 
las glándulas sebáceas que acompañan a los FP; éstos están en anagén. (B-C) Piel de ratones K5-
CYLDC/S de 1 mes de edad. (B,C) muestran la presencia de glándulas sebáceas hiperplásicas (flechas 
blancas) y de picos epidérmicos (flechas rojas). Los FP no han iniciado la fase de anagén del segundo 
ciclo del pelo. (D, E) Detalle de la piel de un ratón Control (D) y un transgénico (E) donde se aprecia el 
ligero adelgazamiento de la epidermis de los ratones K5-CYLDC/S. (F) Imagen representativa de la piel de 
lomo de un ratón Control de 3 meses de edad. (G-I) Agravamiento de las alteraciones cutáneas 
observadas en los ratones transgénicos de 1 mes. Flechas blancas: glándulas sebáceas; flechas rojas 
verticales: picos epidérmicos; flechas rojas horizontales: áreas de atrofia epidérmica. Barras de escala: 
250 µm (C, F-I); 200 µm (A, B); 150 µm (D, E).   
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Figura 15. Análisis histopatológico de la piel de lomo y cola de ratones Control y transgénicos. (A-
G) Adultos jóvenes (8 meses de edad); (H-O) Ratones viejos (20 meses de edad). A Imagen 
representativa de la piel del lomo de un ratón Control. (B, C) Piel de lomo de ratones transgénicos.  Las 
flechas negras señalan las regiones de hiperplasia papilomatosa. Las flechas blancas señalan glándulas 
sebáceas hiperplásicas; los asteriscos y los insertos a mayor aumento muestran áreas de atrofia 
epidérmica. (D) Imagen representativa de la piel de cola de un ratón Control de 8 meses de edad. (E-G) 
Piel de cola de ratones transgénicos. Fechas blancas: glándulas sebáceas hiperplásicas; flechas negras: 
zonas de hiperplasia. (H) Imagen representativa de la piel de lomo de un ratón Control de 20 meses de 
edad. (I-K) Piel de lomo de ratones transgénicos de 20 meses de edad en los que se observa que las 
alteraciones de la piel se hacen más acusadas a medida que los ratones envejecen: zonas más extensas 
de atrofia epidérmica (detalle a mayor aumento en I y J); Las flechas negras en J y K señalan zonas de 
hiperplasia papilomatosa y picos epidérmicos. Las flechas blancas muestran numerosas glándulas 
hiperplásicas, huérfanas y agrupadas en la dermis. (L) Imagen representativa de la piel de la cola de un 
ratón de 20 meses de edad. En el inserto se aprecia la piel interfolicular, formada por una capa basal y 
12-18 capas suprabasales de queratinocitos diferenciados. (M-O) Piel de cola de ratones transgénicos en 
los que se aprecia la atrofia de la piel interfolicular formada por 2-3 capas de queratinocitos con defectos 
en maduración y diferenciación (ver inserto a mayor aumento en M, N). Las flechas blancas en (O) 
muestran glándulas hiperplásicas. Barras de escala: 250 µm (D-O); 200 µm (A-C).   
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Figura 16.  Análisis histológico de la lengua, paladar, párpado, hocico y piel plantar  de ratones 
Control y transgénicos de 20 medes de edad. (A, B) Epitelio estratificado de la lengua, donde se 
observa la atrofia del epitelio de los ratones transgénicos (B), frente al de los ratones Control (A). (C, D) 
Atrofia del epitelio del paladar de los ratones transgénicos (D) frente al de los ratones Control (C). (E, F) 
Imagen representativa de la piel del párpado de ratones Control (E) y transgénicos (F).  Nótese las 
glándulas sebáceas hiperplásicas y muy numerosas en los ratones transgénicos (englobadas en cículos) 
en claro contraste con las de ratones Control (flechas negras). (G, H) Histología en la que se observa la 
presencia de glándulas sebáceas hiperplasicas y muy abundantes en la piel de hocico de los ratones K5-
CYLDC/S (H) (englobadas en círculos), frente a  las de los  ratones Control, pequeñas y menos numerosas 
(G). (I, J) Imagen representativa de la piel plantar de ratones Control (I) y transgénicos (J), en la que se 
aprecia la presencia de escasas glándulas ecrinas en la planta de las patas de los ratones transgénicos. 
Barras de escala: 400 µm (A-D); 250 µm (I, J); 200 µm (E-H).   
4. Aumento de la proliferación de las glándulas sebáceas y diferenciación
epidérmica impedida en los ratones K5-CYLDC/S
Para caracterizar en más detalle las propiedades de la piel de los ratones 
transgénicos, analizamos las tasas de proliferación y apoptosis de la piel del lomo de 
animales Control y K5-CYLDC/S y no encontramos diferencias significativas entre el 
índice de proliferación (medido como incorporación de BrdU) de la epidermis ni de los 
FP de ambos tipos de ratones. Sin embargo, en concordancia con la hiperplasia 
comentada de las glándulas sebáceas de los ratones transgénicos, se detectó un 
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incremento en la tasa de proliferación de las glándulas sebáceas de los ratones K5-
CYLDC/S (Figura 17A). La apoptosis, analizada mediante INHQ con el anticuerpo 
específico de Caspasa 3 activada, era poco frecuente en las pieles de los ratones 
jóvenes examinados (de 1 a 3 meses de edad) y no mostró diferencias entre las pieles 
del lomo de ambos tipos de ratones. Tampoco se detectaron diferencias en el número 
de células apoptóticas en los análisis histológicos realizados a edades más tardías (8-
20 meses) (no mostrado). A continuación estudiamos si la atrofia de la piel de los 
ratones transgénicos afectaba a la diferenciación de la epidermis mediante el análisis 
de la expresión de marcadores de diferenciación temprana (K10 e involucrina) y 
terminal (loricrina y filagrina). Se comprobó que estas proteínas se expresaban de 
forma intensa y continua en las capas suprabasales de la epidermis de los ratones 
Control (Figura 17B, D, F, H); por el contrario, los ratones transgénicos mostraban una 
tinción escasa y discontinua de estos marcadores de diferenciación epidérmica (Figura 
17C, E, G, I). Además, la tinción con el anticuerpo específico de K5 (queratina de los 
queratinocitos proliferativos, no diferenciados de la capa basal), puso de manifiesto la 
presencia, en la piel interfolicular de los ratones transgénicos, de áreas de gran atrofia 
epidérmica en las que la tinción de K5 era discontinua y débil (Figura 17K), lo que 
contrastaba con la expresión continua de K5 en la capa basal de la piel de los ratones 
Control, en los que también se aprecia la expresión de K5 en la VRE de los folículos 
pilosos (Figura 17J).  
5. La piel de los ratones K5-CYLDC/S muestra activación crónica de las vías
NF-κB, JNK, c-Myc y Akt implicadas en el envejecimiento
Para conocer los posibles mecanismos responsables del fenotipo de 
envejecimiento prematuro de los ratones K5-CYLDC/S, analizamos en primer lugar la 
vía de señalización de NF-κB, ya que se ha descrito que la activación constitutiva de 
NF-κB es la principal causante (impulsor) del envejecimiento; además, una de las 
funciones principales de CYLD es regular negativamente la activación de NF-κB. El 
análisis por Western Blot de pieles de animales de 3 días mostró que los ratones 
transgénicos en estado basal, sin estimular con TNF-α, presentaban una activación 
incrementada de NF-κB (medido como fosforilación de p65, P-p65) en la piel. Tras 15 
min de estimulación en presencia de TNF-α  los niveles de activación de NF-κB se 
elevan considerablemente en ambos grupos de ratones. Sin embrago, mientras que 40 
min después de la estimulación en los ratones Control, la activación de NF-κB 
disminuye hasta los niveles observados en la piel no estimulada, en los ratones 
transgénicos persiste la sobreactivación de NF-κB (Figura 18A). De igual modo, 
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también observamos un incremento de la fosforilación del inhibidor de NF-κB, p-IκBα, 
en la piel de los ratones transgénicos; como es sabido, la fosforilación de IκBα 
promueve su propia degradación y consecuentemente la liberación de p65 que puede 
pasar al núcleo y activar la transcripción de sus genes diana, por lo que el incremento 
en P-IκBα en los ratones transgénicos provocaría a su vez la activación de NF-κB. Los 
niveles de p65 e IκBα estaban ligeramente incrementados en la piel de los ratones K5-
CYLDC/S (Figura 18A). Con el fin de conocer si la hiperactivación de NF-κB en la piel 
de los ratones K5-CYLDC/S solo se producía en los ratones neonatos, cuando tienen un 
crecimiento más rápido, se analizó la activación de NF-κB en ratones viejos (21 
meses) en situación basal, sin estimular, y se encontraron resultados similares a los 
obtenidos en los ratones recién nacidos, es decir, los niveles de P-p65 y de P-IκBα 
estaban aumentados; también los niveles de p65 e IκBα (Figura 18B). Por tanto 
nuestros resultados indican que en la piel de los ratones transgénicos, la vía canónica 
de NF-κB se encuentra activada de manera constitutiva, desde el nacimiento hasta 
edades avanzadas.  
Aunque la activación de NF-κB es el principal regulador del envejecimiento, sin 
embargo, se ha descrito que la activación de otras vías (como las de JNK, Akt y c-
Myc) también favorecen el envejecimiento, aunque la mayoría de estas otras rutas de 
señalización convergen finalmente en la activación de NF-κB. El análisis por Western 
blot de la activación de estas otras vías mostró un incremento de la activación de JNK 
(P-JNK) en la piel de los ratones K5-CYLDC/S, lo que está de acuerdo con la función 
descrita de CYLD como regulador negativo de la activación de JNK203; en consonancia 
también con la regulación negativa de la expresión de c-Myc por CYLD que ha sido 
reportada71, se detectó sobreexpresión de c-Myc y mayor activación de c-Myc (P-c-
Myc) en las pieles de los ratones K5-CYLDC/S. La activación de Akt (P-Akt) está 
también activada en la piel de los ratones transgénicos (Figura 18C-E).  
Un requerimiento importante a través del cual la activación de NF-κB promueve el 
envejecimiento es por medio de la inducción de la expresión de citoquinas 
inflamatorias. Por lo que se analizó por Western Blot la expresión de IL-6 y TNF-α y 
encontramos que ambas citoquinas estaban sobreexpresadas tanto en la piel de los 
animales K5-CYLDC/S como en la epidermis (Figura 18F-G).  
Por tanto, nuestros resultados sugieren que el principal mecanismo responsable 
del fenotipo de envejecimiento cutáneo de los ratones K5-CYLDC/S sería la activación 
crónica de la vías de NF-κB, que a su vez activaría la señalización de las vías de JNK, 
c-Myc y Akt y aumentaría la expresión de las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-α. 
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Figura 17. Análisis de la proliferación y diferenciación epidérmica. (A) Gráfica de incorporación de 
BrdU en la piel del lomo de ratones de 1 mes de edad. Nótese la mayor proliferación de las glándulas 
sebáceas en los ratones transgénicos. (B-I) Análisis mediante tinción INHQ de la expresión de proteínas 
de diferenciación epidérmica en ratones de 21 meses de edad. (B, D, F, H) Imágenes representativas de 
la expresión de K10, involucrina, loricrina y filagrina en la piel de ratones Control. (C, E, G, I) En los 
ratones transgénicos la expresión de las proteínas K10, involucrina, loricrina y filagrina es discontinua e 
incluso no se detecta en la zonas de atrofia epidérmica (corchetes). (J, K) Inmunotinción de la queratina 
K5 en piel de lomo de ratones Control (J) y K5-CYLDC/S (K) de 21 meses de edad. (J). Nótese la 
expresión débil y discontínua en los ratones transgénicos. Barras de escala: 150 µm (B-I); 100 µm (J, K).  
134
 __________________________________________________________ Datos inéditos 
Figura 18. Análisis bioquímico de las vías de señalización alteradas por la expresión de CYLDC/S en 
los ratones transgénicos. (A) Activación de la vía de NF-κB en la piel de lomo de ratones de 3 días tras 
la estimulación con TNF-α a distintos tiempos. (B) Análisis de los componentes de la vía NF-κB y de su 
activación (fosforilación) en situación basal (sin estimular). (C) Western blot representativo en el que se 
observa la activación (fosforilación) de la vía JNK en piel de lomo de los ratones transgénicos. (D) 
Inmunoblot en el que se muestra el incremento de la expresión de c-Myc así como de su activación en los 
K5- CYLDC/S. (E) Análisis de la activación de Akt donde se observa el incremento de activación de Akt en 
la piel de los ratones transgénicos. (F, G) Análisis de la expresión de las citoquinas inflamatorias TNF-α e 
IL-6 en piel total de ratones viejos (F) y en la epidermis de ratones de 3 días de edad (G). En ambos 
casos se observa un aumento de expresión de ambas citoquinas en los ratones transgénicos. Los 
extractos proteicos de los Western Blot. B-F corresponden a ratones Control y transgénicos de 21 meses 
de edad. 
6. Los ratones K5-CYLDC/S muestran un envejecimiento prematuro del timo y
el bazo
Junto con la piel, el bazo y el timo son órganos especialmente susceptibles de 
experimentar envejecimiento prematuro, como además el promotor de K5 dirige la 
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expresión del transgén a estos órganos, realizamos un estudio histológico de los 
mismos. El análisis del bazo de los ratones K5-CYLDC/S a diferentes edades, desde los 
3 hasta los 16 meses, mostró importantes alteraciones morfológicas: a los 3 meses de 
edad, los defectos consistían en una microestructura anormal del parénquima 
esplénico, en donde se observaba que a diferencia del bazo de los ratones Control, en 
los que  los folículos de células B y T que forma la pulpa blanca están densamente 
empaquetados, el bazo de los ratones transgénicos mostraba folículos de células B 
escasamente definidos, con hiperplasia marginal (Figura 19A-B). En los ratones K5-
CYLDC/S viejos, de 16 meses de edad en adelante, se detectó una hiperplasia de la 
pulpa blanca  que velaba la pulpa roja (comparar Figura 18C- D) así como áreas de 
atrofia de los folículos esplénicos (Figura 19F), con abundantes macrófagos e 
histiocitos. Estas alteraciones se producen en el envejecimiento fisiológico y no se 
observaron en ratones Control de la misma edad. Por tanto, el hecho de que estos 
cambios en el bazo se manifiesten en los ratones transgénicos desde los 3 meses de 
edad está indicando una senescencia prematura, ya que no se detectaron en los 
ratones Control hasta los 24 meses de edad. Estas alteraciones fenotípicas del bazo 
se encontraron en ambas líneas de ratones transgénicos (K5-CYLDC/S-X y K5-
CYLDC/S-A). El análisis por INHQ con el anticuerpo específico de CYLD mostró que el 
transgén se expresaba en el bazo de los  ratones transgénicos siguiendo el patrón de 
expresión de K5 en este órgano, es decir,  se detectaba en las trabéculas del músculo 
liso y en las células reticulares (Figura 19G-I), tal como se había descrito 
anteriormente que era la expresión de K5 en bazo204. El análisis por WB con 
anticuerpos específicos de CYLD y de HA, confirmó la expresión del transgén en el 
bazo de los animales K5-CYLDC/S (Figura 19J). Posteriormente analizamos la vía de 
NF-κB por ver si al igual que ocurría en la piel, también se encontraba sobreactivada 
en los bazos de los ratones transgénicos y encontramos que efectivamente, 
presentaban mayores niveles de P-p65, lo que sugiere que éste es también el 
mecanismo más probable del envejecimiento acelerado del bazo en los ratones K5-
CYLDC/S El análisis por INHQ con los anticuerpos específicos de B220 (Figura 19A, B) 
y CD3 (Figura 20C, D), que reconocen linfocitos B y T respectivamente, en el bazo de 
ratones Control y transgénicos, mostró la hiperplasia y la desorganización de los 
folículos linfoides en los transgénicos, mientras que en los ratones Control de la misma 
edad se mantenía la estructura. 
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A continuación, analizamos el timo de ratones Control y transgénicos a diferentes 
edades y encontramos que a partir de los 2,5 meses de edad los ratones K5-CYLDC/S
mostraban importantes alteraciones histológicas, que consistían principalmente en una 
expansión del área cortical y una reducción de la región medular (comparar Figura 
21A, B); a los de 3,5 meses de edad los ratones K5-CYLDC/S mostraron signos de 
involución del timo, con atrofia e infiltración de células adiposas a expensas del tejido 
tímico (Figura 21D). Esta es una involución prematura, ya que no se detectó en 
ratones Control de la misma edad. El análisis por INHQ y por Western blot  mostró que 
el transgén se expresaba en la médula del timo de los ratones K5-CYLDC/S, 
coincidiendo con el patrón de expresión de K5 (Figura 21E-G, H). Además 
comprobamos  que al igual que ocurría en la piel y en el bazo, en el timo de los 
ratones K5-CYLDC/S la vía de NF-κB estaba sobreactivada (Figura 21H), lo que podría 
explicar el envejecimiento acelerado de este órgano en los ratones transgénicos.  
Figura 19. Caracterización histológica y bioquímica del bazo de ratones Control y transgénicos. (A-
F) Imagenes histológicas representativas del bazo de ratones Control (A, C, E) y transgénicos (B, D, F) de 
3 y 16 meses de edad. h: hiperplasia de la pulpa blanca (B, D). (G, H) Análisis por INHQ de la expresión 
de CYLD en ratones Control y transgénicos. (I) Inmunotinción con K5 y Sma (actina de músculo liso) en 
los ratones Control. (J) Análisis por WB del transgén en extractos proteicos de bazo. HA no se expresa en 
los ratones Control. (K) Sobreactivación de NF-κB (P-p65) en los ratones K5-CYLDC/S. b, pulpa blanca. r, 
pulpa roja. Barras de escala: 400 µm (A, B);  300 µm (E, F); 250µm (C, D); 200 µm (G, H); 50 µm  (I). 
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Figura 20. Análisis de la expresión de marcadores linfocitarios en el bazo de ratones Control y 
transgénicos. (A, B) Tinción específica con B220 específica de linfocitos (C, D) Tinción específica con 
CD3 para el reconocimiento de los linfocitos T. Barra de escala: 200 µm. 
Figura 21. Caracterización histológica y bioquímica  del timo de ratones Control y transgénicos. (A, 
B) A los 2,5 meses de edad el timo de los ratones transgénicos muestra expansión de la zona cortical y
reducción de la medular. (C, D) Imagen representativa de la atrofia del timo e infiltración de tejido adiposo 
blanco en  ratones transgénicos de 3,5 meses de edad. (E-G) Análisis de la expresión del transgén 
mediante INHQ con el aniticuerpo especifico del tag HA. Se observa la expresión del trangén en la 
médula del timo de los animales K5-CYLDC/S (F), siguiendo el patrón de expresión de K5 (G), mientras 
que no se detecta en los controles (E). (H) Análisis por WB de la expresión del transgén en extractos 
proteicos de timo. Nótese la sobreactivación de NF-κB (niveles incrementados de P-p65) en los ratones 
transgénicos. m, médula. c, corteza. a, tejido adiposo. Barras de escala: 500 µm (D); 350 µm (G); 300 µm 
(A-C); 200 µm (E, F). 
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7. Los ratones K5-CYLDC/S presentan inflamación y envejecimiento
prematuro en otros órganos
El análisis histológico de otros órganos de los ratones transgénicos mostró que 
además del envejecimiento acelerado en piel, bazo y timo, presentaban signos de 
envejecimiento prematuro en otros numerosos órganos, es decir, se observó un 
envejecimiento sistémico en los ratones K5- CYLDC/S; además mostraban una 
considerable inflamación. Entre los órganos de los ratones K5-CYLDC/S más afectados 
por el aceleramiento del envejecimiento se encontraba el páncreas, en el que se 
observó que los  Islotes de Langerhans eran muy grandes en comparación con los de 
los ratones Control (comparar Figura 22A-B con 22C-D), e incluso se encontraron 
Islotes en localizaciones extrapancreáticas, por ejemplo en la grasa peripancreática 
(Figura 22E). También se detectó una moderada inflamación en el páncreas de los 
ratones transgénicos, aún a edades muy tempranas (3 meses de edad) (Figura 22F). 
La hiperplasia de los Islotes de Langerhans y la inflamación son características del 
envejecimiento del páncreas y no se observaron en los páncreas de ratones Control 
de edad similar. El hígado de los ratones transgénicos también presentaba 
importantes lesiones relacionadas con el envejecimiento, como son anisocariosis 
(Figura 23A), anisocitosis, cariomegalia e inclusiones eosinófilas intracitoplásmicas e 
intranucleares (6/6) (Figura 23B-C), que son típicamente encontrados en los hígados 
envejecidos. Al igual que ocurría en el páncreas, en el hígado de los ratones 
transgénicos, también se detectó una moderada inflamación, en forma de hepatitis 
crónica multifocal (3/6). Estas patologías no se encontraron en el hígado de los 
animales Control, exceptuando algunas células inflamatorias que se detectaron 
ocasionalmente, aunque en menor número que las del hígado de los ratones K5-
CYLDC/S. Los pulmones de los ratones transgénicos mostraron una moderada 
inflamación (Figura 23E), consistente en hiperplasia de tejido linfoide asociado a los 
bronquios (BALT), mientras que los ratones Control mostraban una inflamación 
discreta. Otro órgano de los ratones K5-CYLDC/S que mostró infiltración linfocitaria 
evidente fue el estómago (Figura 23F). Por tanto de todos estos datos mencionados, 
podemos concluir que los ratones K5-CYLDC/S presentan  un fenotipo de 
envejecimiento prematuro generalizado, ya que hay numerosos órganos afectados, al 
menos la piel, el bazo, timo, páncreas, hígado y estómago. 
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Figura 22. Análisis histopatológico del páncreas. (A-F) Histologías representativas del páncreas de 
ratones de Control y K5-CYLDC/S de 12 meses de edad. (A, B) Histología representativa del páncreas de 
animales Control en las que se observa la presencia de Islotes de Langerhans de tamaño heterogéneo, 
pero moderado. (C, D) Histología representativa del páncreas de ratones transgénicos. Obsérvese la 
hiperplasia de los Islotes de Langerhans. (E) Localización extrapancreática de los Islotes de Langerhans, 
entre la grasa peripancreática. (F) Focos de inflamación (asterisco) en el páncreas de los ratones K5-
CYLDC/S. Barras de escala: 500 µm (E); 350µm (B, D, F); 200 µm (A, C). 
Figura 23. Tinción de H/E de diferentes órganos de los ratones K5-CYLDC/S que muestran signos de 
envejecimiento prematuro. (A-D) Imágenes de hígado en el que observa la presencia de anisacariosis 
(A); inclusiones eosinófilas intracitoplásmicas (B); inclusiones eosinófilas intranucleares (C), y focos de 
inflamación (D). (E)  Pulmón con focos de inflamación. (F) Estómago con focos de inflamación. Se 
muestran imágenes de ratones de ambos genotipos de 20 meses de edad. Asteriscos: Inflamación. 
Barras de escala: 250 µm (E, F); 150 µm (D); 40 µm (A-C).  
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8. Los ratones viejos K5-CYLDC/S desarrollan tumores en diferentes órganos
El análisis histopatológico de diferentes órganos de los ratones K5-CYLDC/S de 20 
meses de edad, mostró que desarrollaban tumores de diferente origen (Tabla 3), 
mientras que en los ratones Control de edad similar no se detectó ningún tumor. Entre 
los tumores espontáneos que se originaban en los ratones transgénicos se 
encontraron adenocarcinomas pulmonares (Figura 24A): acinares (Figura 24B,C) y 
papilares (Figura 24D); adenocarcinomas gástricos (Figura 24E-F), un carcinoma 
hepatocelular  diferenciado y un adenoma hepatocelular (Figura 24G-H); se observó 
además un adenoepitelioma mamario (Figura 24I); un adenoma de las glándulas de 
Meibomio (Figura 23J) y un tricofoliculoma (tumor derivado del folículo) (Figura 24K). A 
continuación analizamos mediante INHQ si el transgén se expresaba en estos tumores 
(Figuras 25 y 26). El análisis con el anticuerpo específico de HA mostró que en la 
mayor parte de los tipos tumorales se expresaba el transgén. En la figura 25 se 
muestra la detección del transgén en los adenocarcinomas pulmonares (Figura 25B-
D); el transgén se dectectó no solo en el tejido tumoral sino también en el tejido 
pulmonar no tumoral, así como en los pulmones de ratones K5-CYLDC/S que no habían 
desarrollado tumores. Concretamente el transgén se expresaba en las células basales 
de los bronquios (Figura 25C) y en los neumocitos tipo II (Figura 25B); siendo los 
neumocitos tipo II las células de las que se ha descrito que se originan los 
adenocarcinomas de pulmón. No se observó expresión del transgén en el pulmón de 
ratones Control (Figura 25A). También se detectó expresión del transgén en el 
tricofoliculoma que se había desarrollado en el hocico de un ratón K5-CYLDC/S (Figura 
26C), así como en el tejido no tumoral del hocico, es decir en la epidermis 
interfolicular, en los FP y en las glándulas inmaduras de las glándulas sebáceas 
(siguiendo el patrón de expresión de K5 en este órgano, no mostrado) (Figura 26B). 
No se encontró expresión del transgén en el hocico de los ratones Control (Figura 
26A). En el adenoma de las glándulas de Meibomio y en la piel del párpado de los 
ratones transgénicos también se expresaba el transgén (Figuras 26E, F), mientras 
que, como era esperable,  no se detectó señal de HA en el párpado ni en las glándulas 
Meibomio de los ratones Control (Figura 26D y datos no mostrados). En el adenoma 
de mama se detectó también expresión del transgén (Figura 26G). El análisis de los 
tumores gástricos que se desarrollaban en los ratones K5-CYLDC/S mostró que 
expresaban el transgén; éste se expresaba también en el epitelio estratificado, no 
tumoral, del estómago (Figura 26I); en cambio,  no se detectó la expresión de HA en el 
estómago de los ratones Control (26H). Sin embargo, observamos que en los 
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hepatocarcinomas no se expresaba el transgén, tan solo se expresaba en los 
conductos bilares, no tumorales (Figura 26K).  
Por tanto, nuestros datos indican que la falta de la función DUB de CYLD en 
diferentes tejidos de los ratones transgénicos conduce al desarrollo espontáneo de 
tumores, confirmando in vivo el papel de CYLD como gen supresor de diferentes tipos 
tumorales. En la mayoría de los tumores se expresa el transgén, lo que sugiere que la 
causa del desarrollo tumoral es por las alteraciones que causa el transgén al 
expresarse en el órgano en el que se origina el tumor, es decir, en el estómago, 
pulmón etc; sin embargo, en el caso de los hepatocarcinomas, la causa por la que se 
han originado los tumores parece deberse a algún efecto de la expresión del transgén 
en otros tipos celulares, ya que no hay expresión de la proteína transgénica en los 
hepatocitos. 
Genotipo ADC 
pulmonar 
ADC 
gástrico 
HCC ADE de 
mama 
A. gl de 
Meibomio 
T. derivados de 
folículos 
Control 0/6 0/7 0/6 0/1 0/5 0/6 
K5-
CYLDC/S 
4/6 4/8 2/6 1/2 1/5 1/4 
Tabla 3. Tumores desarrollados por los ratones K5-CYLDC/S. ADC: adenocarcinoma. HCC: carcinoma 
hepatocelular. ADE: adenoepitelioma. A: adenoma. T.tumor 
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Figura 24. Tumores espontáneos desarrollados por los ratones transgénicos K5-CYLDC/S. (A-D) 
Adenocarcinomas pulmonares. (A) aspecto macroscópico del tumor pulmonar encontrado en un ratón 
transgénico. (B, C) adenocarcinomas acinares (D) adenocarcinoma papilar. (E-F)  Adenocarcinomas 
gástricos. Bien diferenciado (E); Adenocarcinoma gástrico in situ (F). (G-H) Tumores en el hígado. (G) 
Imagen macroscópica de HCC. (H)  Adenoma hepatocelular. (I) Adenocarcinoma mamario. (J) 
Adenocarcinoma en las glándulas de Meibomio. (K) Tumor derivado de folículo piloso (tricofoliculoma). 
Barras de escala: 500 µm (B); 400 µm (E, F, H, K); 350 µm (C, D); 250 µm (I, J). 
Figura 25. Análisis de la expresión del transgén en el pulmón y en los adenocarcinomas 
pulmonares con el anticuerpo especifico de HA. (A) Tejido pulmonar no tumoral de ratón Control. (B-
C) Secciones del pulmones de ratones K5-CYLDC/S. El transgén se expresa en neumocitos tipo II (B) y en 
las células basales de los bronquios (C). (D) Expresión del transgén en los adenocarcinomas pulmonares. 
Barras de escala: 200 µm  (A, C); 150 µm ( B, D). 
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Figura 26. Análisis de la expresión del transgén en los tumores de los ratones K5-CYLDC/S y en los 
tejidos de procedencia del tumor.  (A-K) Tinciones con el anticuerpo especifico del tag HA. (A) El 
transgén no se expresan en el hocico de ratones control. (B) Imagen representativa de la expresión del 
transgén en el hocico de los ratones transgénicos. (C) Expresión de la proteína transgénica en el tumor 
derivado de los folículos pilosos (tricofoliculoma) de un ratón K5-CYLDC/S.  (D) Imagen representativa de 
la ausencia de expresión del transgén en el epitelio del párpado de los ratones Control. (E) Expresión del 
trangén en los queratinocitos basales del párpado y de las células inmaduras de las glándulas sebáceas. 
(F) Expresión del transgén en el adenocarcinoma de las glándulas de Meibomio de un ratón K5-CYLDC/S. 
(G) Expresión del transgén en el adenocarcinoma de mama de un ratón transgénico. (H) El estómago de 
los ratones Control no expresa HA. (I) Imagen representativa de la expresión del transgén en el estómago 
de ratones transgénicos. (J) HA no se expresan en el hígado de ratones Control. (K) En el hígado de los 
animales transgénicos se detecta HA en los conductos biliares. Barras de escala: 300 µm (H, I); 250 µm 
(F, G, J); 180 µm (A, C, D, K); 150 µm (B, E). 
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Discusión 
La piel es el órgano que presenta más enfermedades. Las alteraciones en la 
proliferación, diferenciación, apoptosis y polaridad de los queratinocitos provocan 
daños que dan lugar al desarrollo de distintas patologías, incluido el cáncer de piel no 
melanoma (CPNM), que es la neoplasia más frecuente. Es por ello imprescindible 
caracterizar los mecanismos moleculares que mantienen la homeostasis epidérmica, 
así como los que originan el desarrollo del CPNM; especialmente de los cSCC, por ser 
el tipo de CPNM más agresivo. CYLD es una proteína que se expresa en la piel y que 
actúa como supresor tumoral de los cánceres de los anejos cutáneos y de los 
carcinomas de piel más benignos, los BCCs. Sin embargo, se desconoce la función 
que CYLD desempeña en la fisiología de la piel y si está implicado en el desarrollo de 
los cSCC. Nuestros resultados han mostrado que CYLD desempeña funciones 
esenciales en la homeostasis cutánea y que actúa como supresor tumoral del 
desarrollo, progresión y metástasis de los cSCC; además hemos encontrado que 
CYLD protege del envejecimiento, y proponemos que éste es un nuevo mecanismo 
por el cual CYLD ejerce su acción protectora contra el cáncer. 
1. Función de CYLD en la fisiología cutánea
El gen Cyld fue originalmente identificado como un gen supresor tumoral mutado 
en la cilindromatosis familiar, lo que origina el desarrollo de tumores, la mayor parte de 
las veces benignos, derivados de anejos de la piel (cilindromas, tricoepiteliomas y 
espiradenomas)102. Sin embargo, hasta la fecha no se conocía la función que CYLD 
desempeñaba en la piel ni en sus apéndices. Nuestros resultados han mostrado que 
CYLD desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de la 
piel, ya que, entre otras funciones, CYLD regula la diferenciación epidérmica: la 
expresión forzada de CYLDwt en los queratinocitos HaCaT en monocapa, en los 
equivalentes de piel humana y en las células epidérmicas tumorales A431, promueve 
la diferenciación. Por el contrario, la falta de CYLD funcional por expresión de la forma 
mutada CYLDC/S (que simula las mutaciones presentes en los pacientes de 
cilindromatosis hereditaria), impide la diferenciación de los queratinocitos, tanto en los 
equivalentes de piel de las células HaCaT-CYLDC/S, como en la piel de los ratones 
transgénicos. La vía de señalización de JNK podría estar mediando los efectos de 
CYLD en la diferenciación epidérmica, puesto que los queratinocitos (tumorales o no) 
que sobreexpresan CYLDwt muestran una disminución de la activación de JNK, 
habiéndose descrito previamente que la inhibición de la activación de JNK en cultivos 
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de queratinocitos in vitro inducía la estratificación e incluso la producción de envuelta 
cornea; por el contrario, en los equivalentes de piel H-CYLDC/S y en la piel de los 
ratones K5-CYLDC/S se observa una mayor activación de JNK, lo que concuerda con 
los datos que muestran que la actividad aumentada de JNK retrasa o inhibe la 
diferenciación8. La regulación de la activación de JNK tendría también repercusión en 
la apoptosis  de los queratinocitos, tumorales o no, de modo que la inhibición de JNK 
por la sobreexpresión de CYLDwt explicaría el aumento de la tasa de apoptosis, por la 
falta de la señal de supervivencia celular dependiente de JNK205. Por el contrario, la 
inhibición catalítica de CYLD por la forma mutada CYLDC/S promovería en los 
queratinocitos (tumorales y no tumorales) resistencia a apoptosis como resultado de la 
sobreactivación de JNK. Estos resultados coinciden con los reportados en pacientes 
de cilindromatosis, en los que se observa el desarrollo de tumores resistentes a 
apoptosis y en los que se detecta activación de JNK. Sin embargo, en la piel de los 
ratones transgénicos, que también muestra activación de JNK, no se observan 
diferencias en la tasa de apoptosis respecto a los niveles detectados en la piel de los 
ratones Control. Pensamos que esto puede ser debido a que, aunque la apoptosis es 
parte del programa normal de los queratinocitos de la epidermis y de la vaina radicular 
de los folículos pilosos206, sin embargo, el índice de apoptosis que se observa en la 
piel es bajo y puede que ello impida ver si hay una disminución. También, podría 
ocurrir que in vivo, en el ratón, existan otros genes reguladores, factores de 
crecimiento u otros estímulos que impidan que JNK activada induzca apoptosis; 
mientras que en los equivalentes de piel y en los queratinocitos en cultivo, al ser un 
sistema más simple y controlado que un organismo completo, se pongan de manifiesto 
propiedades que quedan contrarrestadas in vivo. Es un tema que estamos 
investigando y para resolverlo someteremos la piel a estímulos o tratamientos que 
induzcan apoptosis, por ejemplo, radiación UV, y compararemos cómo es la respuesta 
de la piel de los ratones transgénicos y la de los controles. 
Otra función que hemos descubierto que desempeña CYLD en la epidermis es el 
mantenimiento de la polaridad de los queratinocitos: la expresión de CYLDC/S provoca 
la pérdida de polaridad celular, siendo ésta esencial para el sostenimiento de la 
funcionalidad y la homeostasis de la epidermis. Entre las moléculas responsables del 
mantenimiento de la arquitectura epitelial y de la regulación de la polaridad de las 
células y tejidos epiteliales está β-catenina207, que se encuentra deslocalizada en los 
queratinocitos y en los equivalentes de piel CYLDC/S, ya que ha perdido la localización 
en membrana que se observa en las células y en los equivalentes de piel Control. Por 
tanto, la deslocalización de β-catenina aparece como un mecanismo responsable, al 
menos en parte, de la pérdida de polaridad de los queratinocitos deficientes en la 
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actividad catalítica de CYLD. Tanto el impedimento de la diferenciación (con la 
remodelación del citoesqueleto que conlleva), como la pérdida de la polaridad celular 
en los queratinocitos CYLDC/S podrían contribuir a la formación de los focos de invasión 
que se han detectado en el componente dérmico de los equivalentes de piel CYLDC/S. 
En conjunto, podemos concluir que las alteraciones encontradas en los queratinocitos 
no tumorales que carecen de la función desubiquitinasa de CYLD, son cambios que 
podrían conducir a la displasia epitelial y representar modificaciones premalignas, ya 
que la pérdida de diferenciación epitelial y de polaridad celular, la resistencia a 
apoptosis y la adquisición de propiedades invasivas son frecuentemente observadas 
en la transformación maligna.  
A pesar de que en los primeros estudios realizados sobre CYLD se describió que 
el síndrome de cilindromatosis hereditaria de CYLD se caracterizaba principalmente 
por la formación de tumores de los apéndices de la piel, como son los folículos pilosos 
y las glándulas sebáceas, ecrinas y apocrinas; sin embargo, hasta ahora el papel que 
desempeña CYLD en estas estructuras no había sido estudiado. Los ratones K5-
CYLDC/S presentan alteraciones en el pelo y en los folículos pilosos, además de 
hiperplasia de las glándulas sebáceas, lo que demuestra que el mantenimiento de la 
homeostasis de los anexos cutáneos se ve obstaculizado por la falta de la función 
desubiquitinasa de CYLD. El fenotipo del pelo de los ratones K5-CYLDC/S es similar al 
descrito en los ratones transgénicos CyldE∆9/∆9, que expresan una forma mutada de 
CYLD que carece del exón 9 y son también deficientes en la función desubiquitinasa42. 
Sin embargo, los ratones K5-CYLDC/S presentan alteraciones adicionales, como son 
una alopecia progresiva y retraso en la progresión del segundo ciclo de crecimiento del 
pelo, lo que sugiere que la función catalítica de CYLD es esencial para la inducción de 
esta fase de los FP. En cuanto a las alteraciones en otros anexos de la piel de los 
ratones K5-CYLDC/S, se han observado cambios importantes en las glándulas ecrinas 
de las patas, que se encuentran reducidas en tamaño; y en las glándulas sebáceas. 
Estas últimas  aparecen huérfanas en la piel de lomo, cola, hocico etc, sin asociarse a 
ningún FP, y son además hiperplásicas y muy abundantes. Este fenotipo podría 
deberse a los mayores niveles de expresión y de activación de c-Myc, ya que se ha 
caracterizado anteriormente a c-Myc como un regulador dominante que promueve la 
diferenciación de las células madre hacia glándulas sebáceas a expensas de la 
diferenciación hacia folículos pilosos208, lo que explicaría también, al menos en parte, 
la alopecia detectada en los ratones K5-CYLDC/S. Otra alteración molecular 
fundamental de la piel de los ratones K5-CYLDC/S es la activación constitutiva de la vía 
canónica de NF-κB a lo largo de la vida de estos animales, junto con la expresión 
aumentada de la citoquinas pro-inflamatorias (dianas de NF-κB), TNF-α e IL-6. Tanto 
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la inflamación como la activación crónica de NF-κB están ligadas o son la base del 
desarrollo de la forma más frecuente de alopecia en humanos, la alopecia 
androgenética, por lo que ésta podría  ser otro mecanismo que originase la pérdida de 
pelo en los ratones transgénicos. A favor de la intervención de NF-κB, TNF-α e IL-6 en 
el desarrollo de este fenotipo de calvicie, se encuentran los datos obtenidos del 
estudio de los ratones transgénicos que sobreexpresan otros reguladores de NF-κB 
como son IKKα e IKKβ, y que presentan también activación crónica de NF-κB, 
inflamación en la piel y alopecia209.  
La alopecia, también podría estar relacionada con la pérdida de células madre del 
folículo piloso, ya que la expresión de CYLD en células madre ha sido descrita en 
algunos casos, por ejemplo, en el sistema hematopoyético, CYLD se expresa 
abundantemente en las células madre hematopoyéticas quiescentes (CMHq) y se ha 
comprobado que la eliminación condicional mediada por Cre del dominio catalítico de 
CYLD inducía a las CMHq a salir de la quiescencia y anular su potencial de 
repoblación y auto-renovación210. También se ha descrito la expresión de CYLD en 
células madre de las glándulas salivales que son capaces de diferenciarse a lo largo 
de diferentes líneas celulares, lo que da lugar en algunos pacientes de cilindromatosis 
hereditaria al desarrollo simultaneo de múltiples tumores cutáneos y de adenoma 
membranoso basocelulares de la glándula parótida211. Por tanto, podría ocurrir que 
CYLD se expresase en las células madre de los folículos pilosos y la falta de la función 
desubiquitinasa por expresión de CYLDC/S indujese en los ratones K5-CYLDC/S su 
salida de la quiescencia y su incapacidad para formar nuevos folículos pilosos, 
conduciendo a la alopecia. Esta posibilidad será analizada en estudios posteriores. 
En conjunto, los resultados obtenidos indican que la disminución de la función de 
CYLD en piel provoca alteraciones importantes en la morfología de la piel y sus 
anejos, lo que se podría traducir en alteraciones funcionales y en el desarrollo de 
enfermedades de la piel. Para comprobar esta posibilidad sería  interesante analizar 
biopsias de pacientes de diferentes lesiones cutáneas para comprobar la posible 
implicación de la falta de función de CYLD en su patogenia.  
2. CYLD como supresor del desarrollo y la progresión de los carcinomas
escamosos cutáneos
Las diferentes aproximaciones de carcinogénesis que hemos realizado  sugieren 
que CYLD inhibe el desarrollo y la malignización de los cSCC. En los experimentos 
realizados  en queratinocitos no tumorales, comentados anteriormente, ya se 
observaba que la pérdida funcional de CYLD inducía comportamientos premalignos en 
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situaciones fisiológicas, en ausencia de promotores tumorales ni de ningún otro 
estímulo que indujese la transformación celular, lo que ha quedado confirmado 
posteriormente mediante los experimentos de xenoinjertos de células epidérmicas 
tumorales (células de cSCC) en ratones inmunodeficientes, que mostraron que la 
sobreexpresión de CYLDwt hacía regresar cSCC humanos de elevada agresividad, 
mientras que la disminución de la función de  CYLD aumentaba la progresión maligna 
de los mismos. 
Entre los mecanismos responsables de la progresión maligna inducida por la falta 
de función catalítica de CYLD, tanto en las células epidérmicas tumorales, como en los 
cSCC, hemos encontrado la sobreactivación de NF-κB. El papel de NF-κB en el 
desarrollo de tumores es complejo, ya que exhibe tanto propiedades de supresor como 
de promotor tumoral en diferentes tipos celulares98. Durante un tiempo se ha sugerido 
que la señalización de NF-κB ejercía en la piel, en los queratinocitos, funciones 
principalmente supresoras del desarrollo de tumores62. Sin embargo, los estudios más 
recientes muestran que la activación de NF-κB en la piel promueve el desarrollo de 
cáncer, por ejemplo, en la cilindromatosis hereditaria la mutación de CYLD activa NF-
κB y promueve el desarrollo de cilindromas116–118. También se ha descrito que en 
queratinocitos, la desdiferenciación inducida por la proteína Ras oncogénica y la 
expresión de genes pro-inflamatorios, son en gran medida dependientes de la 
activación de NF-κB212; en el caso del modelo de carcinogénesis química en dos 
pasos, DMBA/TPA,  se ha referido que la señalización de NF-κB dependiente de p65 
promueve la formación de tumores de piel, demostrando además que la inhibición de 
NF-κB impide tanto la iniciación como la promoción tumoral y la inducción de 
inflamación63. Otra observación a favor de la acción pro-tumoral de NF-κB en los cSCC 
son los resultados que muestran que la actividad de NF-κB aumenta con la progresión 
tumoral100. Además de estos ejemplos en los que la activación de la vía clásica de NF-
κB en queratinocitos favorece la tumorigénesis de los cSCC, se ha descrito que la 
ausencia de CYLD en los queratinocitos de los ratones deficientes en CYLD (ratones 
CYLD-/-) promueve la proliferación y el crecimiento tumoral por aumentar la expresión 
de Bcl-3 y su localización nuclear (CYLD funcional desubiquitina a Bcl-3, provocando 
su retención en el citoplasma), lo que origina la activación de las subunidades de NF-
κB p50 y p52, su translocación nuclear e inducción de la expresión de genes diana de 
NF-κB, como Ciclina D183; la  consecuencia final del incremento en Bcl-3 es el 
aumento de la  susceptibilidad de los ratones deficientes en CYLD al desarrollo de 
tumores de piel (benignos, papilomas). En el caso de las células tumorales de cSCC 
que expresan CYLDC/S hemos observado también un aumento de la localización 
nuclear de Bcl-3 y de p52, y un incremento en los niveles de expresión de Ciclina D1, 
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lo que podría explicar la mayor tasa de proliferación (a corto y largo plazo) y los signos 
de mayor agresividad detectada en las células C57-CYLDC/S, lo que está de acuerdo 
con el incremento de Bcl-3 y p52 encontrado en los carcinomas cutáneos de ratón de 
estadios avanzados100. El papel relevante que desempeñan estas moléculas en cáncer 
ha sido también demostrada en humanos, por ejemplo, en tumores de mama y 
nasofaríngeos la expresión nuclear activada de Bcl-3/p50/p52 promueve la 
proliferación celular y la oncogénesis213,214 y en los cilindromas humanos Bcl-3 
presenta localización nuclear al contrario que los queratinocitos normales, que retienen 
a Bcl-3 en el citoplasma83. En los ratones K5-CYLDC/S se han detectado niveles 
incrementados de Bcl-3 en piel- y en otros órganos, como en bazo y timo (no 
mostrado)-, lo que, independientemente de su localización subcelular, es considerado 
un evento pro-oncogénico en diversos tipos de cáncer, por ejemplo, en melanoma, 
cáncer cervical, colorrectal, hepatocarcinomas y otros215–217. Sería interesante analizar 
si Bcl-3, además de sobreexpresarse en los queratinocitos, timocitos etc de los ratones 
K5-CYLDC/S, se localiza en el núcleo. Asimismo, se analizará la expresión y 
localización de Bcl-3 y p52 en los tumores espontáneos que desarrollan los ratones 
transgénicos.  
La caracterización de las células C57-CYLDC/S ha  mostrado también un aumento 
de la expresión de β-catenina y su localización nuclear (activada). Este resultado ha 
sido corroborado por un grupo que describe que la pérdida de CYLD impide la 
desubiquitinación en K63 de Dvl, lo que aumenta la acumulación de β-catenina nuclear 
inducida por Wnt121. La activación de β-catenina genera una activación permanente de 
esta vía de señalización que desencadena la expresión de genes que codifican 
proteínas que participan en proliferación celular, diferenciación y mantenimiento de 
células madre; también en la adhesión célula-célula, mediando la interacción entre 
cadherinas y actina, por lo que la activación de β-catenina o su deslocalización 
subcelular lleva a la pérdida de la adhesión y de polaridad celular, pudiendo  todas 
estas alteraciones desencadenar un proceso oncogénico. La pérdida de adhesión 
conlleva además un incremento en la capacidad invasiva de las células, mecanismo 
asociado con la capacidad de metástasis de las células tumorales, lo que hace que la 
alteración de β-catenina sea un evento trascendental en el proceso tumoral. Diferentes 
estudios han documentado la activación de β-catenina nuclear en varios cánceres 
humanos y se ha considerado tanto la acumulación de β-catenina como su localización 
nuclear están relacionadas con un peor pronóstico del cáncer. En el caso de 
carcinomas de colon, se han descrito mutaciones activadoras de β-catenina218; sin 
embargo, en otros, como en el mieloma múltiple y en otras neoplasias hematológicas, 
no se han encontrado mutaciones en la vía Wnt/β-catenina, lo que indica que deben 
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existir mecanismos alternativos para la activación de la β-catenina219–221. 
Curiosamente, la expresión de CYLD está inhibida en el mieloma múltiple222, lo que 
sugiere que de forma similar a lo que ocurre en nuestro modelo, la actividad reducida 
de CYLD podría causar la activación de β-catenina en este tipo de cáncer.  
Otra modificación muy relevante que induce la ausencia de CYLD funcional en las 
células tumorales de cSCC y que puede incrementar su malignidad, es la adquisición 
de características mesenquimales, ya que pierden su aspecto epitelial y presentan una 
morfología fibroblastoide. Este cambio puede estar provocado por  la deslocalización 
de Cadherina-E y de β-catenina en las células que expresan el mutante CYLDC/S, lo 
que favorecería la pérdida de polaridad de los queratinocitos y la disminución de la 
adhesión, haciendo que las uniones intercelulares fuesen menos fuertes y propiciando 
así la migración celular223,224, ya que la desunión del complejo Cadherina-E/β-catenina 
es  un requisito necesario en la transición epitelio-mesénquima (TEM), en procesos de 
diferenciación celular y de migración225, lo que explicaría la mayor capacidad de 
migración de las células C57-CYLDC/S en los experimentos de cicatrización en placa. 
En conjunto, las características comentadas de las células que carecen de la función 
catalítica de CYLD (mayor capacidad de proliferación y de migración así como la 
sobreexpresión de las proteínas pro-oncogénicas Bcl-3, p52 y β-catenina) son 
indicadores de un incremento de malignidad de estas células, respecto a las células 
tumorales C57-Control (con CYLD endógeno catalíticamente activo). Estos efectos de 
la expresión de CYLDC/S en las células de cSCC C57, los hemos encontrado también 
al analizar otras línea de células epidérmicas tumorales, las células PB, que muestran 
que la falta de función catalítica de CYLD origina también en ellas la sobreactivación 
de la via clásica de NF-κB, el incremento de la proliferación celular, y de la expresión 
de Ciclina D1; aumento de supervivencia celular, la disminución de expresión de Bax 
(resistencia a apotosis) y la localización nuclear de Bcl-3, p52 y β-catenina. Estos 
resultados indican que los cambios provocados por CYLDC/S no ocurren 
específicamente en las células C57, sino que son una consecuencia general de la falta 
de CYLD funcional, al menos en las células epidérmicas tumorales (resultados no 
publicados).  
Los modelos de xenoinjerto en ratones inmunodeficientes confirman in vivo la 
malignidad aumentada de las células cSCC humanas y murinas que carecen de la 
función desubiquitinasa de CYLD: los tumores CYLDC/S presentan un rápido 
crecimiento, debido a la proliferación aumentada de los queratinocitos y a su 
resistencia a apoptosis; son más indiferenciados y poseen una angiogénesis 
incrementada. Un resultado relevante de nuestro trabajo es el hallazgo de la 
regulación de VEGF-A por CYLD: la disminución de la actividad catalítica de CYLD da 
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como resultado una inducción de la expresión de VEGF-A (y otros factores 
angiogénicos) en queratinocitos tumorales (células PB y PDVC57) y no tumorales 
(HaCaT), así como en los cSCC. El VEGF-A es el principal factor angiogénico y está 
involucrado en procesos cutáneos fisiológicos y patológicos, incluida la cicatrización de 
heridas, respuesta a radiación ultravioleta, psoriasis y tumorigénesis226–228.  
En el caso del cáncer de piel, la sobreexpresión de VEGF-A en la epidermis 
murina predispone a los ratones al desarrollo tumoral227,229; además desempeña un 
papel relevante no solo en la primera etapa de la neo-angiogénesis sino también en 
las etapas avanzadas de la progresión tumoral230. Por ello el aumento de la expresión 
de VEGF-A en los cSCC-CYLDC/S podría estar propiciando el incremento de la 
malignidad tumoral observada en estos tumores; también podría estimular el 
crecimiento tumoral, ya que VEGF-A favorece la  permeabilidad vascular y con ello el 
aporte de los nutrientes necesarios para crecer231.  
De modo que de acuerdo con esta función pro-angiogénica de VEGF-A, se 
observa que los cSCC murinos (derivados de las células C57-CYLDC/S) y los humanos 
(de las células A-CYLDC/S) forman vasos sanguíneos grandes, lacunares e inmaduros 
(permeables), una característica prominente de la progresión de los tumores de piel232. 
Por el contrario, la sobreexpresión de CYLD silvestre en los cSCC A-CYLDwt reduce el 
diámetro de los vasos sanguíneos y aumenta su madurez, por lo que el suministro de 
los nutrientes requeridos se puede ver impedido y como consecuencia verse 
comprometida la viabilidad del tumor, constituyendo por tanto la inhibición de la 
angiogénesis  un mecanismo por el cual, al menos en parte, los tumores que 
sobreexpresan CYLDwt regresan. La apoptosis y la diferenciación incrementada en las 
células y tumores que sobreexpresan CYLD silvestre también pueden estar 
colaborando en la reducción tumoral de los cSCC-A-CYLDwt.  
Estos resultados obtenidos in vivo tienen gran importancia desde un punto de 
vista clínico, ya que sugieren que CYLD puede ser potencialmente una diana 
terapéutica para el tratamiento de los cSCC más agresivos, ya que con tan solo la 
sobreexpresión de CYLD silvestre se ha conseguido reducir un carcinoma escamoso 
de elevada agresividad a un quiste benigno. 
3. CYLD como supresor tumoral de la metástasis de los carcinomas
escamosos cutáneos
Los cambios comentados anteriormente que produce la falta de función de CYLD 
en las células epidérmicas tumorales, entre ellos el aspecto fibroblastoide, la 
deslocalización de proteínas de adhesión, la perdida de polaridad y el aumento de 
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capacidad de migración celular, son alteraciones, que, en conjunto, indican que las 
células C57-CYLDC/S tienen un potencial metastásico aumentado. Además, estas 
células tienen inducida la expresión de Snail1, uno de los factores de transcripción 
importantes para promover la transición epitelio-mesénquima (TEM)233 y favorecer la 
metástasis. Un mecanismo probable que puede provocar la inducción de Snail1 en las 
células C57-CYLDC/S, es la activación permanente de NF-κB234. Estos resultados 
sugieren que un mecanismo por el que CYLD inhibe la progresión de los cSCC es por 
inhibir la TEM en células epidérmicas tumorales, lo que representa un tema de gran 
interés y proponemos el estudio de otros factores de transcripción (Snail2; 
ZEB1, ZEB2, KLF8, Twist, etc) importantes en el proceso de TEM para confirmarlo.   
Los experimentos in vivo en ratones inmunodeficientes han confirmado la 
capacidad aumentada de metástasis de las células de cSCC que carecen de CYLD 
funcional.  Han mostrado además que CYLD actúa como inhibidor de metástasis de 
los cSCC, ya que la deficiencia en la actividad catalítica de CYLD en las células C57-
CYLDC/S da lugar al desarrollo de metástasis muy agresivas en pulmón, que se 
caracterizan por una fuerte vascularización, elevada tasa de proliferación e inhibición 
de la expresión de la proteína supresora tumoral y de metástasis, Maspin. 
Previamente, se había descrito que en los ratones K14-CYLDmut el tratamiento de loa 
piel con DMBA/TPA origina cSCC que metastatizan a nódulos linfáticos como 
consecuencia de la activación de JNK /AP1135, aunque en otros modelos de ratones 
transgénicos la aplicación de DMBA/TPA en la piel de ratones carentes de actividad 
DUB de CYLD (o deficientes en Cyld) no producía cSCC sino tumores basaloides o 
papilomas que no metastatizaban42,83. 
Un resultado fundamental de nuestros estudios ha sido descubrir que la 
disminución de la expresión de Maspin, conocida fundamentalemente por ser supresor 
de metástasis, en distintos tipos de cáncer, entre ellos en el cáncer de mama y de 
próstata, confiere a las células C57-CYLDC/S gran capacidad de metastatizar. Esto lo 
demuestra el hecho de que la restauración de la expresión de Maspin en las células 
C57-CYLDC/S resulta en la reducción, casi completa, del número y la extensión de las 
metástasis de estas células. Hemos encontrado además  una interacción física  directa 
entre CYLD y Maspin y que la sobreexpresión de CYLD induce la expresión de 
Maspin. El análisis de líneas celulares  epidérmicas, humanas y murinas, ha mostrado 
que existe una relación inversamente proporcional entre los niveles de expresión de 
Maspin y el grado de malignidad celular, de modo que las células no tumorales 
expresan niveles altos de Maspin, mientras que las más agresivas presentan una 
expresión muy baja. De acuerdo con estos resultados, el estudio de la expresión de 
Maspin en biopsias humanas de los tumores desarrollados por los pacientes de 
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cilindromatosis hereditaria, pone de manifiesto una pérdida de expresión de Maspin en 
los tumores deficientes en CYLD (cilindromas, tricoepiteliomas y espiradenomas) en 
comparación con la expresión en la piel normal. Estos datos indican que existe 
también una correlación directa in vivo, en humanos, entre la expresión de CYLD y la 
de Maspin. Sin embargo, aunque los cilindromas pierden la expresión de Maspin, rara 
vez metastatizan, lo que sugiere que hacen falta otras mutaciones adicionales, 
además de la mutación de CYLD, para que se produzca la malignización de los 
cilindromas. Hay que señalar que a diferencia de lo que ocurre en la mayoría de los 
cánceres, que se desarrollan en edades avanzadas, los tumores en los pacientes de 
CH se originan en edades muy tempranas (en la segunda década de la vida), cuando 
todavía no se han acumulado otras mutaciones.  
Nuestro grupo ha descrito previamente que existe una correlación entre la 
disminución de los niveles de Maspin en piel y el aumento del potencial de malignidad 
de los tumores epidérmicos65. Más recientemente hemos encontrado en muestras de 
ratón, y otros investigadores, en muestras humanas,  que los cSCC más agresivos y 
con mayor riesgo de metastatizar son los que expresan niveles más bajos de 
Maspin81. Por tanto, estos resultados, junto con los obtenidos en este trabajo, sugieren 
que los niveles de expresión de CYLD y de Maspin pueden ser predictivos de la 
progresión de los carcinomas escamosos cutáneos y podrían ser útiles como 
biomarcadores para identificar los cSCC más agresivos y con más alto riesgo de 
metastatizar.  
4. CYLD protege del envejecimiento
Los resultados obtenidos en el modelo de ratón K5-CYLDC/S ponen de manifiesto 
una nueva función de CYLD como supresor del envejecimiento. Aunque CYLD se 
expresa de forma ubicua en muchos órganos, sin embargo, el papel que desempeña 
en la fisiología de los diferentes tejidos es bastante desconocido. El estudio de los 
ratones K5-CYLDC/S nos ha permitido determinar que CYLD es necesario para 
mantener la homeostasis de la piel y de muchos otros órganos (bazo, timo, páncreas, 
hígado, pulmones, etc), protegiéndolos del envejecimiento prematuro. Recientemente 
se ha descrito la función anti-envejecimiento de algunos de los genes supresores 
tumorales mejor conocidos, por ejemplo, se ha encontrado que el locus Ink4/Arf tiene 
un efecto anti-envejecimiento global, probablemente favoreciendo la quiescencia y 
previniendo la proliferación innecesaria235. Se ha referido también que los efectos 
combinados de la función de PTEN sobre el cáncer  (contrarresta la actividad de PI3K 
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y de esta manera disminuye la trasformación neoplásica) y sobre el metabolismo 
(efecto “anti-Warburg”) puede contribuir al aumento de la longevidad164. 
Respecto al papel de CYLD como protector de envejecimiento es una función no 
descrita hasta ahora, aunque se había observado en Drosophila melanogaster que la 
deficiencia de CYLD acortaba la esperanza de vida203. Ahora nuestros ratones 
transgénicos muestran que la deficiencia en CYLD funcional promueve el 
envejecimiento acelerado.      
Unas de las primeras manifestaciones del envejecimiento precoz de los ratones 
K5-CYLDC/S son la cifosis y una alopecia parcial. Esta última se  manifiesta a edades 
muy tempranas, desde los 3 meses y va progresando con la edad. La pérdida de 
cabello es reconocido como un síntoma de envejecimiento en mamíferos, también 
ocurre en humanos, donde, por ejemplo, la forma más común de pérdida del cabello, 
la alopecia androgenética, muestra una clara progresión relacionada con la edad236. 
También en algunas enfermedades humanas con síntomas de progeria 
(envejecimiento brusco y prematuro), como el síndrome de Werner y la progeria de 
Hutchinson-Gilford, se observa la pérdida prematura del cabello237.  
Existen asimismo diversos modelos de ratón con fenotipo de envejecimiento 
prematuro que, entre otras alteraciones, muestran pérdida progresiva del pelo166,238,239.  
El análisis histológico de la piel de los ratones transgénicos K5-CYLDC/S muestra 
alteraciones sugerentes de envejecimiento desde edades muy tempranas, desde el 
primer mes de edad. Estas modificaciones consisten principalmente en la aparición de 
áreas de atrofia epidérmica, debida al menor número de capas de queratinocitos, en la 
piel interfolicular. Es un fenotipo progresivo que va haciéndose más evidente con el 
transcurso de la edad, a los 3 meses de edad la atrofia se detecta en regiones más 
extensas, pudiéndose apreciar que en estas áreas los queratinocitos de la capa basal 
de la epidermis se hacen planos y pierden su polaridad, aunque en este caso no se 
encuentran alteraciones importantes en la distribución de β-catenina, como se 
apreciaba en las células HaCaT, si no que parece deberse a una adaptación a la falta 
de estratos superiores de queratinocitos. Estas zonas de atrofia epidérmica se alternan 
con otras de engrosamiento epitelial, formando “picos epidérmicos” con mayor o 
menor grado de hiperplasia papilomatosa. Se observa además la aparición de 
glándulas sebáceas  hiperplásicas, que se hace más acusado a partir de los 8 meses 
de edad. En humanos se ha descrito también la hiperplasia de glándulas sebáceas en 
el envejecimiento, principalmente en la cara, aunque en este caso va ligado a la 
formación de quistes sebáceos240. Sería interesante analizar si estos cambios 
histologicos en la piel de los ratones K5-CYLDC/S se acompañan de alteraciones 
funcionales, por ejemplo, si se ve afectada la función barrera, al igual que ocurre en 
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humanos con el envejecimiento, donde se han observado cambios en la integridad y 
estructura de las barreras anatómicas (piel y mucosas)241. También podrían verse 
afectados o dificultados algunos procesos como la cicatrización de heridas. Son 
comprobaciones que vamos a abordar en el futuro. 
Se ha demostrado que el principal mecanismo responsable del envejecimiento, 
tanto fisiológico como patológico (por ejemplo en los síndromes de progeria), es la 
activación de NF-κB, siendo necesaria esta activación tanto para que se establezca el 
envejecimiento, como para el mantenimiento del fenotipo envejecido242. Así, los 
ratones transgénicos Nfkb1-/- deficientes en la subunidad p50 NF-κB muestran 
hiperactivación de la via clásica de señalización de NF-κB, siendo esta alteración 
suficiente para inducir el envejecimiento acelerado191. Además, lo que es fundamental, 
está bien demostrado que bloqueando la actividad de NF-κB se puede lograr el 
rejuvenecimiento y la reversión de patologías en organismos envejecidos que 
muestran hiperactivación de NF-κB, incluso cuando las estrategias de intervención se 
aplican en edades tardías. Algunos de estos ejemplos son la mejora conseguida del 
síndrome progeroide en ratones deficientes en Sirt-6 mediante la inhibición genética 
de NF-κB187; la mejora y prolongación de la salud y de varias manifestaciones del 
envejecimiento en dos modelos murinos diferentes del síndrome progeroide de XFE 
(ratones deficientes en Ercc1 y Ercc1-/∆) por la reducción genética o farmacológica de 
NF-κB188. En otros ratones modelo de progeria, los  Zmpste24-/- y los LamnaG609G/G609G, 
el bloqueo NF-κB evitó completamente en la piel las alteraciones asociadas con la 
edad avanzada que manifestaban estos ratones en edades tempranas189; en el modelo 
de ratón de dermatitis de radiación aguda p16INK4a, los cambios en la piel asociados 
con el envejecimiento prematuro también fueron impedidos por la atenuación de la 
expresión de genes dependientes de NF-κB190. 
Es importante señalar que aunque otras vías de señalización han sido también 
implicadas en los procesos de envejecimiento, sin embargo, todas ellos convergen en 
la activación de NF-κB, por lo que el modelo que se propone como más probable de 
ser últimamente responsable del proceso de envejecimiento es aquel en el que NF-κB 
constituye una fuerza impulsora del envejecimiento, actuando como un integrador de 
todas las alteraciones específicas de tipo celular y sistémicas de senectud. Así, la 
activación de la vía de señalización NF-κB induce alteraciones celulares relacionadas 
con la reprogramación epigenética, la producción de ROS y la inestabilidad de 
telómeros, lo que resulta en la parada replicativa y la senescencia celular. Otro efecto 
de la activación de NF-κB es la estimulación de la secreción de citoquinas 
proinflamatorias, entre ellas TNF-α e IL-6, que afecta a órganos distantes causando 
inflamación sistémica, que compromete la homeostasis del tejido y promueve a su vez 
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el envejecimiento acelerado. En el modelo de ratones K5-CYLDC/S se ha comprobado 
que existe una sobreexpresión TNF-α e IL-6 en piel (también en los queratinocitos 
HaCaT-CYLDC/S), y un incremento de linfocitos T en sangre periférica. Estos cambios 
se han descrito también en el envejecimiento fisiológico humano241 e igualmente la 
sobreactivación de NF-κB induce la expresión de TNF-α e IL-6 en enfermedades de 
progeria243. 
Asimismo, los ratones transgénicos muestran inflamación en numerosos órganos, 
entre ellos en pulmón, hígado, estómago y páncreas. Esta inflamación puede ser 
debida a un efecto sistémico de la inducción de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-α 
e IL-6 que se ha observado en la piel, o podría deberse a la expresión del transgén en 
los órganos inflamados que produzca a su vez la activación de NF-κB y la secreción 
de citoquinas proinflamatorias. Estas posibilidades se analizarán próximamente. Dado 
que la inflamación crónica desempeña un papel fundamental en el deterioro de los 
tejidos, pensamos que la inflamación es la principal causante del envejecimiento de 
estos órganos en los ratones trasngénicos. Es interesante señalar que una de las 
alteraciones más relevantes que se han encontrado en el páncreas de los ratones K5-
CYLDC/S, la hiperplasia de los islotes pancreáticos, ha sido también descrita en los 
ratones mutantes que carecen del gen p16INK4a y, en los que se ha determinado que 
está incrementada  la proliferación de las células beta del páncreas244. De modo que 
en este caso los dos supresores tumorales, CYLD y p16INK4a desempeñan un papel 
determinante en el mantenimiento de la homeostasis de los islotes pancreáticos, lo 
que puede ser importante para su funcionalidad.  
Además de las alteraciones propias de pieles envejecidas que se observan en la 
piel de los ratones K5-CYLDC/S jóvenes, que indican que estos ratones tienen un 
envejecimiento cutáneo prematuro, hay otros órganos en los que también se detecta 
un envejecimiento acelerado muy marcado, como por ejemplo en el bazo y el timo. En 
humanos el envejecimiento del timo, comienza a atrofiarse e involuciona después de la 
adolescencia, infiltrándose grasa y conteniendo menos células útiles, de modo que a 
los 50-60 años presenta un 5-10% de su masa original. En el envejecimiento del timo 
se ha descrito que la activacion de NF-κB está críticamente implicada189,245, siendo 
considerada además la involución tímica como uno de los principales reguladores del 
envejecimiento fisiológico246, así, en el caso humano, se ha sugerido que la involución 
tímica está ligada al acortamiento de vida, ya que hay estudios que indican que 
aquellos ancianos que retienen algo de función tímica poseen una mayor esperanza 
de vida.  
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Los ratones K5-CYLDC/S muestran además envejecimiento de otros órganos, como 
el páncreas y el hígado, por lo que podemos decir que la falta de CYLD funcional 
provoca un envejecimiento sistémico en los ratones K5-CYLDC/S.  
Junto a la activación crónica de NF-κB, los ratones K5-CYLDC/S muestran 
hiperactivación de otras moléculas que favorecen el envejecimiento, tales como JNK, 
Akt y c-Myc. Asi, se ha observado que con el envejecimiento fisiológico se produce un 
aumento de la actividad JNK247; y que la inhibición de la vía PI3K/Akt previene el 
envejecimiento248. El mecanismo por el que se ha propuesto que la activación de estas 
y otras vías causa el envejecimiento es en última instancia por activar a NF-κB; 
mientras que las vías que promueven la longevidad (como las proteínas SIRT, FOXO, 
la restricción calórica, etc) inhiben la señalización de NF-κB176.  Hay múltiples 
evidencias que muestran la implicación de c-Myc en la aceleración del envejecimiento; 
por ejemplo, la reducción de la expresión de c-Myc en ratones haploinsuficientes 
(Myc+/-) mejora los fenotipos de envejecimiento en múltiples órganos a  la vez que 
alarga la vida249. Por el contrario, la sobreexpresión de c-Myc da como resultado un 
aumento de las especies de oxígeno reactivo (ROS) y de daño al DNA250, lo que 
contribuye al proceso de envejecimiento251;  la expresión ectópica de c-Myc agota 
además las poblaciones de células madre, lo que ocurre, se ha observado también en 
el envejecimiento fisiológico252. Se ha descrito que c-Myc contribuye al aumento de la 
inflamación que acompaña al envejecimiento, ya que regula directamente la expresión 
de algunas citoquinas pro-inflamatorias253. De modo que en los ratones K5-CYLDC/S, 
que presentan activación crónica  de c-Myc (P-c-Myc) en piel, c-Myc podría  colaborar 
con NF-κB en promover la inflamación crónica detectada en diferentes órganos de 
estos animales, favoreciendo el envejecimiento. Existen dos modelos de ratones 
transgénicos que, al igual que los K5-CYLDC/S, expresan una forma mutada de CYLD 
que provoca la falta de actividad desubiquitinasa en la epidermis y otros tejidos 
(aunque las mutaciones son diferentes en los tres modelos de ratón); son los ratones 
CYLD-Mut135 y los CYLDE∆9/∆942. En ellos no se han observado signos de 
envejecimiento acelerado, aunque los CYLD-Mut presentan activación de JNK en los 
queratinocitos y los CYLDE∆9/∆9 tienen activación de c-Myc en la epidermis. Esta 
diferencia podría deberse a que no hubiesen sido analizados ratones de edad 
avanzada, aunque en los ratones K5-CYLDC/S las señales de envejecimiento son 
aparentes desde los 3 meses de edad. Otra posible explicacion a la falta de 
envejecimiento prematuro en estos otros dos modelos de ratones es que no tengan 
sobreactivación de NF-κB, por lo que envejecen normalmente.   
Recientemente se ha descrito el papel regulador relevante del envejecimiento del 
hipotálamo medio-basal a través de la activación de señales inflamatorias254. En este 
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caso, NF-κB también aparece como un importante regulador del envejecimiento, ya 
que su bloqueo específico en esta región retrasa la aparición de las alteraciones 
asociadas a la edad. La posible expresión del transgén en el hipotálamo será 
abordada próximamente. 
Dado el fenotipo tan acusado de envejecimiento prematuro de los ratones K5-
CYLDC/S, nos proponemos analizar muestras de distintos tipos tisulares de pacientes 
de edad avanzada para comprobar si en el envejecimiento fisiológico se produce una 
disminución de la expresión de CYLD. 
Los ratones K5-CYLDC/S desarrollan tumores de diverso origen de forma 
espontánea, desde el primer año de edad, sin someterlos a ningún tratamiento 
experimental de carcinogénesis, mientras que en sus hermanos control de la misma 
edad no se ha observado que se formen esos tumores. 
Los ratones transgénicos muestran en piel alteraciones moleculares, como 
consecuencia de la expresión del transgén, que podrían explicar el desarrollo de 
cáncer, entre ellas, la sobreactivación de NF-κB, y el incremento en la expresión y/o 
activación de diferentes proteínas relacionadas con el desarrollo tumoral, o incluso 
consideradas oncogenes, por ejemplo Akt, c-Myc, Bcl-3. Sin embargo, los tumores 
mayoritarios que desarrollan los ratones transgénicos no son de piel. Por ejemplo, 
nuestro grupo ha descrito que la activación constitutiva de Akt en la capa basl de los 
queratinocitos de los ratones transgénicos K5-myrAkt promueve el desarrollo y la 
malignidad de los cSCC74; la sobreexpresion (y activacion) de c-Myc,  en la piel de los 
ratones K5-CYLDC/S puede ser consecuencia de la activacion de NF-κB, ya que NF-κB 
regula positivamente la expresion de c-Myc255. Se ha encontrado que la amplificación o 
la desregulacion de c-Myc desarrolla un papel causal en la génesis y la promocion 
tumoral de diversos tipos de tumores  humanos, incluidos los cSCC, tumores de 
pulmon y mama256–260. Además, se ha encontrado amplificacion de c-Myc en el  50% 
de los  tumores de pacientes  transplantados que desarrollan cSCC. Recientemente 
nuestro grupo también ha descrito el incremento de malignidad de los cSCC que 
sobreexpresan c-Myc261. Estas alteraciones podrían explicar el desarrollo del tumor de 
piel encontrado en los ratones K5-CYLDC/S. El hecho de que no se hayan detectado 
más tumores cutáneos en estos ratones puede deberse a que requiera más tiempo 
(los tumores de piel se desarrollan bastante tiempo después al momento en que se 
producen las mutaciones génicas) o que se necesite algún evento oncogénico más. 
Como hemos comentado, los elementos reguladores de K5 dirigen la expresión 
del transgén a otros tipos celulares que expresan K5201, entre ellos al bazo, timo, 
estómago, mama, hocico y pulmón. Los ratones K5-CYLDC/S muestran una elevada 
frecuencia de desarrollo tumoral en algunos de estos órganos, como es el caso del 
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pulmón y el estómago. La formacion de estos tumores podría ser la consecuencia 
directa de la expresión del transgén, y los mecanismos moleculares por los que se 
originan podrían ser por la alteracion de las mismas vias de señalización que en los 
queratinocitos o podrían ser distintos. Se van a realizar estudios encaminados a 
conocer este punto. Pero además los ratones K5-CYLDC/S forman otros tumores 
derivados de células que no expresan el transgén, como son hepatocarcinomas, por lo 
que los tumores deben ser la consecuencia indirecta de las alteraciones que produce 
la expresion del transgén en otros tipos celulares. Se han reportado previamente otros 
casos de ratones transgénicos que expresan el gen exógeno dirigido por los 
elementos reguladores de K5 o K14 y desarrollan también fenotipo en hígado; por 
ejemplo,  en los ratones K14-LacZ se forman hígados poliquísticos262,  y los ratones 
K14-ACBP (Acetil-CoA-binding protein) deficientes en la proteína ACBP (implicada en 
la síntesis de ceramidas esfingolípidos, etc),  desarrollan un fenotipo importante en 
hígado, como consecuencia de la alteracion de la funcion barrera de la piel, que 
provoca cambios en la termoregulacion y en el almacenamiento de grasa en el 
hígado263.  En nuestros ratones, además de esta posible causa de fenotipo hepático, 
que será investigada, otro factor que pueden provocar o colaborar en el desarrollo 
tumoral en hígado y en el resto de tipos tumorales, son el envejecimiento prematuro. 
También es importante resaltar que en muchos casos los tumores se encuentran 
asociados a una inflamación elevada, es el caso de los tumores gástricos, de los 
adenocarcinomas pulmonares y de los hepatocarcinomas. La relación entre 
inflamación crónica, activación de NF-κB y desarrollo tumoral está bien establecida264, 
por lo que ésta es otra posible causa del desarrollo de los diferentes tipos de cáncer 
en los ratones K5-CYLDC/S.  
En conjunto, nuestros resultados indican que otro mecanismo por el que CYLD 
puede actuar como supresor tumoral es por proteger del envejecimiento. Los dos 
modelos de ratones transgénicos comentados anteriomente que carecen también de 
función desubiquitinasa de CYLD (los ratones CYLD-Mut y CYLDE∆9/∆9) no desarrollan 
tumores de forma espontánea; sería interesante comparar la expresión génica o 
modificaciones en la actividad de proteínas en muestras tisulares de los tres tipos de 
ratones para encontrar a qué es debida esta diferencia tan significativa. Sin embargo, 
lo que si han mostrado estos otros dos modelos de ratones deficientes en CYLD 
funcional es una mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores de piel en 
experimentos de carcinogénesis química o por radiación UV42,83,135; sería interesante 
realizar estos experimentos en nuestros ratones K5-CYLDC/S.  
En conjunto, nuestros resultados indican que CYLD es un supresor tumoral 
importante del desarrollo y la progresión de los carcinomas escamosos cutáneos, el 
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tipo de CPNM más agresivo. La ausencia de CYLD funcional confiere cambios 
premalignos a los queratinocitos e incrementa considerablemente la malignidad de los 
queratinocitos transformados, favoreciendo su desdiferenciación, proliferación y 
capacidad invasiva. La pérdida de la función catalítica de CYLD en los cSCC los 
convierte en carcinomas de alto riesgo de metastatizar, ya que favorece la formación 
de metástasis de crecimiento rápido. Un resultado fundamental de nuestros estudios 
es el haber comprobado in vivo, que la sobreexpresión de CYLD es capaz de revertir 
el fenotipo maligno de los cSCC más agresivos, transformándolos en quistes 
benignos. Hemos encontrado además dos moléculas potencialmente útiles como 
biomarcadores de los cSCC más agresivos y con mayor riesgo de metastatizar, como 
son la disminución de la función de CYLD y los bajos niveles de expresión de Maspin. 
Nuestro modelo de ratones transgénicos K5-CYLDC/S nos ha permitido descubrir otra 
función de CYLD desconocida hasta el momento, como es su capacidad de proteger 
frente al envejecimiento, ya que la deficiencia en la función desubiquitinasa de CYLD 
provoca el envejecimiento prematuro de numerosos órganos, entre ellos de la piel, 
bazo, timo, páncreas e hígado y una inflamación sistémica. Finalmente se produce el 
desarrollo de diversos tipos de cáncer, principalmente gástricos y pulmonares, y en 
menor frecuencia, hepatocarcinomas, tricufoliculomas y cáncer de mama. Por tanto 
nuestros datos ponen de manifiesto una relación directa entre el envejecimiento y el 
desarrollo de cáncer y que  la supresión del envejecimiento podría ser un mecanismo 
importante por el que CYLD actúa como supresor tumoral.  
Los ratones K5-CYLDC/S representan un buen modelo de envejecimiento 
prematuro en los que llevar a cabo estudios sobre los mecanismos implicados en el 
desarrollo de los síntomas de los síndromes de progeria así como del envejecimiento 
fisiológico y el desarrollo de distintos tipos de cáncer. Además, han revelado una 
nueva posible diana para el desarrollo de estrategias dirigidas a mejorar los efectos de 
enfermedades asociadas al envejecimiento, lo que resulta esenciales en nuestros días 
donde la longevidad del ser humano es mayor y las enfermedades asociadas al 
envejecimiento son frecuentes y a menudo crónicas. 
Hemos generado unos ratones transgénicos que sobreexpresan CYLDwt, los 
ratones wt que nos proponemos cruzar con ratones con síndrome de progeria para 
comprobar si la sobreexpresión de CYLD sería capaz de revertir este fenotipo, al 
actuar como protector del envejecimiento. También nos proponemos el análisis de 
biopsias de piel no tumoral, o de piel adyacente a la de tumores de pacientes de 
cilindromatosis, para comprobar si existen signos de envejecimiento acelerado. 
Aunque la cilindromatosis familiar es una enfermedad rara, analizaremos bases de 
datos para comprobar si hay información sobre pacientes que hayan desarrollado 
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alguna otra complicación como algún tipo de inflamación (gastritis, hepatitis…), 
incremento del número de linfocitos a edades tempranas, etc que puedan ser indicio 
de envejecimiento acelerado. 
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1- CYLD desempeña una función esencial en la homeostasis epidérmica: regula la 
diferenciación de los queratinocitos, su polaridad y la muerte por apoptosis. 
2- En los equivalentes de piel humana CYLDC/S y en la piel de los ratones transgénicos, la 
ausencia de la actividad desubiquitinasa de CYLD activa la vía de señalización de 
JNK, lo que impide, al menos en gran parte, la diferenciación epidérmica. La 
activación de esta vía sería también responsable de la activación de señales 
antiapoptóticas (de supervivencia celular). La sobreexpresión de CYLDwt induce la 
diferenciación de queratinocitos tumorales y no tumorales y promueve apoptosis. 
3- CYLD desempeña una función  importante en la fisiología de los apéndices de la piel: 
regula la progresión del ciclo de crecimiento del pelo y la homeostasis de las glándulas 
sebáceas. 
4- CYLD actúa como supresor tumoral y de la  progresión maligna de los carcinomas 
escamosos cutáneos: la sobreexpresión de CYLD promueve la regresión de cSCC 
humanos  de elevada agresividad y la ausencia de la actividad desubiquitinasa de 
CYLD aumenta su malignidad tumoral.  
5- Entre los principales mecanismos por los que la falta de función catalítica de CYLD 
promueve la progresión de los cSCC, se encuentra la activación en los queratinocitos 
de las vías de señalización de NF-κB y de JNK; la sobreexpresión nuclear de Bcl-3, β-
catenina y p52; el incremento de la angiogénesis por inducción de la expresión de 
VEGF; la inhibición de apoptosis y el aumento de la proliferación celular. La 
sobreexpresión de CYLDwt hace regresar los cSCC y revierte su malignidad, por 
inducción de diferenciación celular, de apoptosis y por su acción  anti-angiogénica.  
6- CYLD actúa como inhibidor de metástasis de los carcinomas escamosos cutáneos: la 
inactivación funcional de CYLD en las células de cSCC promueve la metástasis de los 
carcinomas derivados de ellas por inhibición de la expresión del supresor tumoral y de 
metástasis Maspin y la inducción de Snail.  
7- Hemos encontrado una correlación entre el aumento de la malignidad de las células 
epidérmicas tumorales de ratón y humanos, y la disminución de la expresión de 
Maspin. Proponemos que los niveles bajos de expresión de CYLD y de Maspin en los 
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carcinomas escamosos cutáneos puede ser una herramienta predictiva de la 
progresión de los cSCC y para identificar los cSCC de más alto riesgo de metastatizar.  
8- CYLD actúa como protector del envejecimiento. La falta de CYLD funcional por 
inactivación de su actividad desubiquitinasa en los ratones K5-CYLDC/S promueve el 
envejecimiento prematuro de diversos órganos, entre los que cabe destacar la piel, 
bazo, timo, hígado y páncreas.  
9- El mecanismo a través del cual la inactivación de CYLD promueve el envejecimiento 
es principalmente la activación crónica de la vía de NF-κB. También puede contribuir la 
sobreactivación de c-Myc, JNK y Akt, junto con la expresión aumentada de la 
citoquinas inflamatorias TNF-α e IL-6, y la inflamación crónica. 
10- Los ratones K5-CYLDC/S desarrollan tumores espontáneos de distinto origen, 
principalmente de pulmón, estómago, hígado y derivados del folículo piloso. La función 
protectora de envejecimiento de CYLD aparece como otro mecanismo por el que 
CYLD actúa como supresor tumoral de diversos tipos de cáncer. 
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